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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI  
 
Amp ampicilin  
AmpR odpornost proti ampicilinu 
APS amonijev persulfat 
B. cereus s. l.  Bacillus cereus senus lato  
B. thuringiensis Bacillus thuringiensis 
BCA bikinhoninska kislina (angl. bicinchoninic 
acid) 
bp bazni par 
BSA goveji serumski albumin (angl. bovine 
serum albumine) 
C-terminalni konec karboksilni konec  
dH2O destilirana voda 




E. coli  Escherichia coli  




HGJ  hrenova peroksidaza (angl. horseradish 
peroxidase) 
His histidin 
IPTG izopropil β-D-tiogalaktozid 
Kan  kanamicin  
KanR odpornost proti kanamicinu 
kbp  kilo baznih parov 
kDa kilodalton 
LB  gojišče Luria-Bertani 
M molarnost 
min minuta 
MMC  mitomicin C 
NaOH natrijev hidroksid 
Ni-NTA  nikelj-nitrilocetna kovinsko-afinitetna 
(angl. nickel nitrilotriacetic acid) 
N-terminalni konec aminski konec  
OD595 optična gostota pri valovni dolžini 595 nm 
(angl. optical density)  
ORF odprt bralni okvir (angl. open reading 
frame) 
PVDF poliviniliden fuorid 
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rpm  obrati na minuto (angl. revolutions per 
minute) 
S. aureus  Streptococcus aureus  
SDS natrijev dodecilsulfat 
SDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v 
prisotnosti SDS 
TEMED tetrametiletilendiamin 
wB masni delež 
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1 UVOD  
 
Večina bakterij poleg kromosoma v svoj genom vključuje še številne linearne ali krožne 
zunajkromosomske molekule. Običajno geni, zapisani na teh molekulah, omogočajo sintezo 
proteinov, katerih lastnosti omogočajo bakteriji preživetje in kolonizacijo v stalno 
spreminjajočih se okoljih, povečujejo ali zmanjšujejo patogenost in pripomorejo k razvoju 
odpornosti proti antibiotikom ali kovinam (Clark in sod., 2019). Na plazmidih so lahko 
vključeni tudi geni bakteriofagov oziroma krajše fagov. V bakteriji Bacillus thuringiensis 
subsp. israelensis najdemo sedem zunajkromosomskih molekul, med njimi 15 000 bp velik 
linearni genom bakteriofaga GIL01 in 235 425 bp velik krožni plazmid pBtic235, ki ima 
gene za slabo okarakterizirani bakteriofag. Bioinformatska analiza je pokazala, da so na 
plazmidu pBtic235 zapisani potencialni geni za podvojitev, pakiranje bakteriofagnega 
genoma in virusne strukture, celično lizo, metabolne transporterje, proteine stresnih odzivov 
in regulatorne proteine, ki omogočijo bakteriofagu vzpostavitev litičnega ali lizogenega cikla 
(Gillis in sod., 2016). Poskusi indukcije z mitomicinom C (MMC) so pokazali, da lahko po 
indukciji z MMC pride do tvorbe infektivnih virionov (Gillis in sod., 2016). Poskusi 
konjugacije pa so pokazali, da se je plazmid pBtic235 zmožen s pomočjo plazmida pXO16, 
ki je prisoten v nekaterih sevih B. thuringiensis, konjugirati v druge bakterije (Gillis in sod., 
2016).  
Bakteriofagi so virusi, ki okužujejo bakterije. Tekom svojega razvoja so razvili molekularne 
mehanizme, ki jim omogočajo preživetje, delovanje in razmnoževanje znotraj bakterije s 
prevzemom bakterijskih proteinov in s tem nadziranja procesov gostitelja. Njihov življenjski 
cikel je lahko lizogen ali litičen. V lizogenem ciklu bakteriofagi po vstopu v bakterijo 
vstavijo svoj genom v genom bakterije in se podvojujejo, zgolj kadar se deli celica. Ob 
poškodbah DNA ali ob drugih drastičnih spremembah v fiziologiji celice pa vstopijo v litični 
cikel. Za razliko litični bakteriofagi takoj po vstopu v celico večkrat podvojijo svoj genom 
in ustvarijo proteinske kapside, nekateri imajo celo lipidni ovoj. Končni rezultat litičnega 
cikla je sprostitev virionov v okolje, ki se najpogosteje zgodi po lizi bakterije (McAuliffe in 
sod., 2007).  
Izražanje genov bakteriofaga je običajno pod nadzorom proteina, zapisanega na fagnem 
genomu, vendar bakteriofag GIL01 prisoten v bakteriji B. thuringiensus uporablja 
bakterijski transkrpicijski represor LexA za nadzorovanje svojega litičnega cikla, kar je 
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1.1 NAMEN DELA  
 
V magistrskem delu smo se osredotočili na bakteriofag, zapisan na plazmidu pBtic235 
bakterije B. thuringiensis, ki je slabo opisan. V literaturi ni podatkov o njegovem prenašanju, 
njegovem mehanizmu delovanja in interakciji z že znanim bakteriofagom GIL01, ki je prav 
tako prisoten v bakteriji. Ugotoviti smo želeli, ali bakteriofag na plazmidu pBtic235 iz 
lizogenega v litični cikel preklopi na podoben način kot bakteriofag GIL01. Osredotočili 
smo se na vpliv bakterijskega proteina LexA in proteina gp7 bakteriofaga GIL01 na prehod 
v litični cikel. Validirali smo tudi aktivnost nekaterih protiteles proti proteinu LexA bakterije 
B. thuringiensis in proteinoma gp6, gp7 bakteriofaga GIL01, ki bodo uporabna kot orodje 
za sledenje nivoja teh proteinov v bakteriji. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE  
 
• Protitelesa v serumih, pridobljenih iz miši, imuniziranih s proteinom gp6 ali gp7 
bakteriofaga GIL01 ali LexA bakterije B. thuringiensis, izkazujejo aktivnost proti 
proteinom, uporabljenim za imunizacijo. 
• Proteini bakteriofaga GIL01 vplivajo na sprožitev litičnega cikla bakteriofaga, 
zapisanega na plazmidu pBtic235.  
• Protein LexA bakterije Bacillus thuringiensis vpliva na sprožitev litičnega cikla 
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2 PREGLED OBJAV  
 
2.1 PLAZMIDI BAKTERIJE Bacillus thuringiensis subsp. israelensis 
 
Bacillus thiringiensis je po Gramu pozitivna bakterija paličaste oblike, ki spada v skupino 
Bacillus cereus senusu lato, kamor uvrščamo tudi bakterije Bacillus cereus in Bacillus 
anthracis. Med seboj se ločujejo predvsem po zunajkromosomskih molekulah (Jouzani in 
sod., 2017). Bakterijo B. thuringiensis so prvič opisali na Japonskem, kjer je pomagala pri 
zmanjšanju populacije svilenih vešč. Prvič so jo izolirali v Izraelu leta 1977 kot sporoformno 
bakterijo, ki pobija larve komarjev (Brownbridge in Margalit, 1987). V skupini B. cereus s.l. 
ima B. thuringiensis največje število plazmidov, nekateri sevi jih imajo do 17, v velikostih 
od 2 do 600 kbp. Industrijsko najbolj pomemben je 128 kbp velik plazmid pBtoxis, ki ima 
zapise za proteine Cry in Cyt, ki se izločajo ob sporulaciji in so toksični za larve določenih 
insektov. Bakterija je zato pomemben industrijski insekticid (Madigan in sod., 2015). 
Plazmid pBtic235 se nahaja v vseh do sedaj sekvenciranih sevih B. thuringiensis subsp. 
israelensis, tudi tistih, za katere je veljalo, da nimajo plazmidov (Gillis in sod., 2016). 
Plazmidi so avtonomne samoreplicirajoče krožne ali linearne molekule DNA ali, zelo redko, 
RNA. Lahko se premikajo med različnimi vrstami in niso vedno prisotni v vseh sevih 
določene bakterijske vrste. V celici se lahko nahajajo v eni ali več kopijah in zapisujejo od 
6 do nekaj 100 genov. Plazmidi lahko poleg genov, ki so nujno potrebni za delovanje 
plazmida, zapisujejo tudi za proteine, ki vplivajo na gostiteljsko celico. Plazmidi običajno 
niso nujno potrebni za preživetje določene bakterijske vrste v normalnih pogojih. Najbolj 
raziskani plazmidi imajo zapise za odpornost proti antibiotikom, saj imajo velik pomen za 
človeka in naše zdravje (Clark in sod., 2019). Najbolje raziskani plazmidi bakterije B. 
thuringiensis so tisti, ki imajo zapise za proteine Cry, Cyt in VIP. Kot je običajno za 
bakterijske plazmide, jih je večina od teh krožnih, razen profaga GIL01, ki je linearen (Gillis 
in sod., 2018). 
2.2 PLAZMID pBtic235  
 
Leta 1996 so iz seva B. thuringiensis 4Q2 pridobili derivat seva brez plazmidov, vendar so 
kljub temu na elektroforeznem gelu opazili šibko liso poleg kromosoma, ki bi lahko ustrezala 
plazmidni DNA (Jensen in sod., 1996). Pred nedavnim so dokazali, da je ta molekula 
plazmid, ki ima zapis za bakteriofag (Gillis in sod., 2016). Enako se je zgodilo leta 2014, ko 
so sekvencirali sev 4Q7, ki je prav tako veljal za očiščenega vseh plazmidov (Jeong in sod., 
2014). V vseh do leta 2016 sekvenciranih sevih Bacillus thuringiensis subsp. israelensis so 
našli kontig, dolg 235 425 bp, kar sovpada z velikostjo plazmida pBtic235 (slika 1) 
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Slika 1: Krožna genetska karta plazmida pBtic235. Puščice zunanjega kroga prikazujejo predvidene kodirajoče 
regije in smer njihovega prepisa. Kodirajoče regije, obarvane modro, prikazujejo strukturne proteine viriona, 
regije, obarvane roza, pa prikazujejo gene za proteine, ki jih najdemo v bakteriofagih. Regije, ki kodirajo za 
gene, povezane z litičnimi funkcijami, so obarvane zeleno in tRNA je prikazana z rdečimi puščicami. Vse, kar 
še ni anotirano, je prikazano s svetlo vijolično barvo. Temno sivi krog prikazuje modul, ki bi lahko potencialno 
bil bakteriofagni, in svetlo sivi prikazuje plazmidni modul. Karto so izdelali s CGView z uporabo zaporedja B. 
thuringiensis subsp. israelensis HD-789 plasmid pBTHD789-2 (Gillis in sod., 2016).  
Kot je razvidno iz zgornje slike, je DNA pBtic235 razdeljena v dva modula, skupno so 
določili 257 genov, med katerimi je 17 tRNA in 240 kodirajočih regij. V prvem modulu gre 
predvsem za gene proteinov, ki omogočajo podvojevanje plazmida, prenos metabolitov 
skozi celično steno in gene, ki omogočajo odpornost proti kovinam v okolju. Drugi modul, 
v katerem se nahaja 54 odprtih bralnih okvirov, ima zapis za potencialne gene za podvojitev 
in pakiranje genoma bakteriofaga. Gre za strukturne proteine kapside, ki določajo obliko 
kapisde, za lizo producentske bakterije, regulatorne proteine, ki omogočijo fagu vzpostavitev 
litičnega ali lizogenega cikla, in za proteine, ki so vpleteni v odgovor na stres iz okolja. Ta 
predel se nahaja na protiprepisni verigi DNA za razliko od plazmidnega modula. 
Poglavitnim proteinom kapside omogočajo sestavljanje kapside njihovi spremljevalci, 
ogrodni proteini, ki jih sestavljajo v obliko, določeno s številom kopij enakega poglavitnega 
strukturnega proteina – ta je v primeru redu bakteriofagov Caudovirales običajno 
ikozaedrična. Na modulu plazmida se predvidoma nahaja tudi profagni antirepresor, ki bi 
lahko močno vplival na izražanje genov profaga, ki omogočijo prehod v litični cikel (Gillis 
in sod., 2016). Fagni modul pBtic235 ima mnogo hipotetičnih fagnih strukturnih proteinov, 
ki izkazujejo podobnost s homologi »jumbo« miovirusa 0305phi8-36, ki je zelo verjetno 
nastal s spojitvijo vsaj dveh daljših molekul DNA (Hardies in sod., 2007). Plazmid pBtic235 
se ni sposoben prenesti v drug sev s konjugacijo, lahko pa izrabi sposobnost sosednjega 
plazmida pXO16, katerega komponente omogočijo konjugacijo pBtic235. Znano je, da 
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poškodba DNA sproži litičen cikel faga, zapisan na pBtic235, ki na občutljivem sevu 
HER1410 povzroči tvorbo motnih plakov (Gillis in sod., 2016). Predvidevajo, da je pBtic235 
nastal po združitvi molekule plazmida in faga (Gillis in sod., 2018). 
2.3 BAKTERIOFAGI  
 
Virusi so najpogostejša biološka entiteta v biosferi. Glede na metagenomske analize je na 
planetu 1031 bakteriofagov z repom, če pa upoštevamo še vse ostale, ki so manj raziskani, je 
številka nepredstavljivo velika (McAuliffe in sod., 2007). Vendar ne moremo zagotovo 
govoriti o njihovi razširjenosti in raznolikosti, saj imamo še premalo podatkov. Propagiranje 
iz narave izoliranih bakteriofagov je tako kot gojenje neznanih bakterij zahtevno in 
specifično, posledično z gojitvenimi tehnikami izgubimo vpogled v raznovrstnost fagov v 
nekem okolju. Več kot je odkritih bakteriofagov, večje je zavedanje o pomembnosti 
njihovega vpliva na evolucijo bakterij ter njihovega sodelovanja v globalnem kroženju 
ogljika in energije v oceanih in drugih zemeljskih sferah (Krupovic in sod., 2011). 
Bakteriofage so z novimi tehnikami detekcije našli v globokih morjih, na solinah, v vročih 
kislih vrelcih, kjer se temperatura povzpne nad 80 °C in pH ni višji od 3, v bazičnih jezerih, 
pod več kot 30 m ledu ter več kot 2000 m pod zemljo. Bakteriofagi se tako rekoč nahajajo 
povsod, kjer lahko zasledimo tudi bakterije (Breibart in Rohwer, 2005). 
Taksonomija bakteriofagov je zapletena in je do pred nedavnim temeljila na morfologiji, 
številu različnih gostiteljev, načinu življenjskega cikla in vrsti nukleinske kisline. Ti znaki 
ne odražajo evolucijske povezanosti in so si pogosto nasprotujoči z evolucijsko potjo 
določenega bakteriofaga (Maniloff in Ackermann, 1998). Z novim razumevanjem in hitrimi 
metodami sekvenciranja novejša klasifikacija še vedno priznava stare znake, vendar pa 
poskuša umestiti nove, ki bi bolje odsevali evolucijsko pot določenega virusa. Z genomskimi 
in proteomskimi podatki lahko nov bakteriofag uvrstimo v enega izmed že obstoječih 
taksonov, pogosto pa je potrebno ustvariti nov takson. Pogoji za nastanek novega taksona so 
poznavanje gostitelja, morfologije faga in njegovega življenjskega cikla, hkrati je potrebno 
poznati različne karakteristike fagnega genoma, kot so dolžina, razmerje baznih parov GC, 
število odprtih bralnih okvirov in zapis za različne tRNA (Tolstoy in sod., 2018). 
Mednarodna komisija za takosnomijo virusov ICTV (angl. International Committee on 
Taxonomy of Viruses), je na svoji spletni strani objavila, zapis, ki povzema problematiko 
taksonomije virusov: »Virusi so realne fizične entitete, ki sta jih proizvedli biološka 
evolucija in genetika, medtem ko so vrste virusov in višji taksoni abstraktni koncepti, ki sta 
si jih izmislila racionalno razmišljanje in logika. Razlika med virusom in vrsto virusa 
predstavlja mejno črto med biologijo in logiko.« Najnovejša klasifikacija tako temelji na 
znakih, za katere upamo, da so evolucijsko značilni, vendar o tem ne moremo biti prepričani 
zaradi majhnega števila znanih celotnih zaporedij virusnih genomov.  
2.3.1 Življenjski cikel bakteriofagov  
 
Bakteriofagi so sestavljeni iz molekule nukleinske kisline, ki je lahko DNA ali RNA, obdana 
s proteinsko kapsido, lahko tudi z dodatnim dvoslojem lipidne membrane pod ali nad 
kapidso, mogoča pa je tudi enkapsulacija v proteinsko-lipidni vezikel (Mäntynen in sod., 
2019). Fagi so v svoji evoluciji razvili molekularne mehanizme, ki jim omogočajo preživetje, 
delovanje in razmnoževanje znotraj bakterije s prevzemom bakterijskih proteinov in s tem 
nadziranja procesov znotraj bakterije. Fage ločujemo po njihovem življenjskem ciklu na 
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litične, ki imajo samo litičen cikel, in temperirane, ki imajo lizogen in litičen cikel. Vsi imajo 
sposobnost vezave na bakterijsko površino in nato vbrizganja svojega genoma v bakterijo. 
Temeprirani fagi se v bakteriji med lizogenim ciklom obdržijo v treh oblikah; z integrazami 
se v procesu rekombinacije vključijo v bakterijski kromosom, lahko se zaokrožijo in ohranijo 
v celici kot krožni plazmid ali pa ostanejo v bakteriji kot linearni plazmid. Takim 
bakteriofagom pravimo profagi, saj so vključeni v genom bakterij, vendar je prehod v litičen 
cikel utišan s transkripcijskim represorjem (Ackermann, 1998). Njihova replikacija je 
natančno definirana in se odvija skupaj z replikacijo bakterijskega genoma. Profag se tako 
deduje vertikalno, dokler se ne sproži litični cikel zaradi sprememb celične fiziologije, 
običajno ob poškodbi DNA. Prehod v litični cikel zahteva učinkovite interakcije regulatornih 
komponent, ki kontrolirajo prehod iz visoko stabilnega profagnega stanja v stanje z več 
zaporednih pomnoževanj fagnega genoma in visoke stopnje izražanja fagnih genov, 
sestavljanja viriona in končne lize gostitelja. Za razliko od tega se litični fagi po vbrizganju 
svoje nukleinske kisline začnejo takoj razmnoževati. Začne se sinteza gradnikov virusnega 
ovoja in podvojitev nukleinske kisline, ko so viri bakterije izčrpani, pa sledi njena liza in 
sprostitev novih virusnih delcev v okolje, kar jim omogoča horizontalni prenos (McAuliffe 
in sod., 2007). Profagi oz. bakteriofagi, vključeni v bakterijski genom, so izjemno pogosti, 
nekatere bakterije imajo v svojem genomu do 20 različnih profagov. Integracija bakteriofaga 
v genom je eden izmed glavnih načinov pridobitve novih genov in mnogi geni se spretno 
izognejo lizogeni represiji ter se tako prosto izražajo v bakteriji (Lemire in sod., 2011).  
2.3.2 Caudovirales 
 
Največji red bakteriofagov predstavlja red Caudovirales, v katerega spadajo bakteriofagi z 
dvoverižno DNA v velikosti od 180 kbp do 500 kbp. Genom obdaja zgolj proteinska kapsida 
ikozaedrične oblike, na katero se preko proteinov, ki sestavljajo vrat, vežejo še proteini, ki 
gradijo rep faga. Zmožnost gibanja repa je taksonomski znak za delitev na družine 
(Ackermann, 1998). Red delimo na tri družine: Siphoviridae z dolgim in negibljivim repom, 
Myoviridae z dolgim, zložljivim repom in Podoviridae s špičastim repom. Taka razdelitev 
je sicer praktična, vendar ne zagotavlja skupnih bioloških lastnosti ali filogenetske 
povezanosti med bakteriofagi iste skupine (Krupovic in sod., 2011). Rep bakteriofagom 
omogoča inficiranje bakterij. Najprej se morajo vezati na gostiteljeve površinske receptorje, 
nato z repom predrejo celično steno in s podtlakom svoj genom vbrizgajo v bakterijo. 
2.3.3 »Jumbo« bakteriofagi  
 
»Jumbo« ali ogromni bakteriofagi so bakteriofagi z genomom, velikim od 200 kbp do 500 
kbp, pri bakteriofagih, večjim od 500 kbp, nekateri govorijo že o gigantskih fagih (Hendrix, 
2009). Njihovo odkritje predstavlja vmesno točko med velikostmi genomov virusov in celic 
(Lood in sod., 2020). Diverziteta in pogostost »jumbo« bakteriofagov v okolju je neznana in 
lahko o njej zgolj sklepamo, saj jih redko izolirajo s konvencionalnimi metodami in so zato 
pogosto spregledani. Njihova velikost jim pogosto onemogoča difuzijo v 0,4–0,6-odstotnem 
agarju, kar prepreči nastanek vidnih plakov (Serwer in sod., 2007). Drugi razlog je filtracija 
bakterij, pri čemer zaradi njihove velikosti pogosto izgubimo »jumbo« bakteriofage, ki ne 
morejo skozi filter. Največ »jumbo« bakteriofagov je bilo izoliranih iz morja, vendar so jih 
izolirali tudi iz vseh drugih okolij, v katerih najdemo bakterije (Yuan in Gao, 2017).  
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Do začetka leta 2020 je bilo v podatkovno zbirko nukleotidnih zaporedij GenBank 
deponiranih 150 popolnih zaporedij »jumbo« bakteriofagov. Večina od njih inficira po 
Gramu negativne bakterije, zgolj 11 od njih inficira po Gramu pozitivne bakterije, večinoma 
rodu Bacillus (Guan in Bondy-Denomy, 2020). Predvidevajo, da so se »jumbo« bakteriofagi 
razvili iz manjših fagov s pridobivanjem dodatnih genov, ki jim omogočajo manjšo 
odvisnost od gostitelja (Gillis in Mahillon, 2014), vendar njihovi predvideni odprti bralni 
okviri (angl. open reading frame) nimajo veliko ujemanj z zaporedji, trenutno deponiranimi 
v podatkovnih bazah. Poleg tega je znanih malo celotnih genomskih zaporedij »jumbo« 
bakteriofagov in še te, so si med seboj zelo raznolike, kar onemogoča podrobno primerjalno 
analizo. Zagotovo vemo zgolj to, da so daljni evolucijski sorodniki navadnih bakteriofagov, 
saj imajo podobne lastnosti: nizko podobnost genomov in virionskih struktur ter različne 
mehanizme propagacije (Yuan in Gao, 2017).  
Od navadnih bakteriofagov se »jumbo« bakteriofagi razlikujejo po velikosti genoma in 
viriona, drugačni organizaciji genoma, strukturi viriona in propagaciji. Njihov genom je 
nemodularen, kar pomeni, da so geni z različnimi funkcijami razpršeni po celotnem genomu. 
Pogosto imajo več genov, povezanih z biokemijskimi procesi celic, več kot en paralog 
esencialnih genov za bakteriofagni življenjski cikel in več genov, odgovornih za replikacijo, 
metabolizem nukleotidov; nekateri imajo celo gene za DNA- in RNA-polimeraze. Virioni 
pogosto vsebujejo strukturno RNA-polimerazo, ki omogoča ekspresijo genov »jumbo« 
bakteriofaga takoj po vstopu v celico, poleg tega imajo več proteinov, ki omogočajo lizo 
bakterij (Yuan in Gao, 2017). 
Morfologija viriona »jumbo« bakteriofagov je bolj kompleksna od morfologije navadnih 
fagov, obstaja več različnih velikosti in pogosto vsebujejo specifične podstrukture v kapsidi 
in repu (Yuan in Gao, 2016). »Jumbo« fagi imajo več strukturnih proteinov. Po infekciji 
gostitelja lahko tvorijo proteinsko strukturo, ki so jo poimenovali notranje telo (angl. inner-
body) in naj bi igrala pomembno vlogo pri pakiranju DNA in vstavljanju genoma med 
sestavljanjem faga (Agirrezabala in sod., 2005; Cheng in sod., 2014). »Jumbo« bakteriofagi 
so sposobni sestaviti nukleusu podobno proteinsko strukturo v svojem gostitelju, podobno 
kot mnogo evkariontskih virusov po infekciji zgradi subcelične strukture kot nekakšne 
virusne tovarne ali viroplazme, kjer poteka pomnoževanje virusnega genoma in kjer se 
odvija morfogeneza (Guan in Bondy-Denomy, 2020).  
2.4 BAKTERIJSKI ODZIV SOS 
 
Številni fizikalni in kemijski dejavniki v okolju lahko poškodujejo integriteto genoma 
bakterije, kar lahko vodi v njen propad. Da bi to preprečili, so se razvili različni popravljalni 
mehanizmi. Odziv SOS so v 70. letih prejšnjega stoletja odkrili in poimenovali v bakteriji 
Escherichia coli (E. coli), pri kateri je tudi najbolje raziskan (Radman, 1975). Dva proteina 
imata ključno vlogo v odzivu SOS, represor LexA in induktor odziva, protein RecA. S 
pregledom zaporedij za gen lexA je bil ta odkrit v skoraj vseh sekvenciranih genomih 
bakterij, zato sklepajo, da je regulatorni odziv SOS prisoten pri večini bakterij. Obstaja 
ogromno različnih genov, ki so pod kontrolo represorja LexA, kar je najverjetneje posledica 
prilagajanja bakterij na različna okolja (Erill in sod., 2007).  
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2.4.1 Represor LexA in rekombinaza RecA  
 
Protein RecA je rekombinaza A, deluje kot koproteaza in je velik 38 kDa. Najdemo ga v 
skoraj vseh bakterijah in njegove homologe v vseh skupinah živih organizmov, tudi v 
bakteriofagih. Sestavljen je iz treh domen: N-terminalne, osrednje in C-terminalne, ki 
regulira njegovo aktivnost. Za vezavo na svoje vezavno mesto v DNA mora protein LexA 
biti nujno dimeriziran (Cox, 2007). Do aktivacije dveh monomer pride z vezavo ionov Mg2+ 
in molekule ATP, kar mu omogoči polimerizacijo na enoverižni DNA, kjer je prišlo do 
poškodb. Z vezavo na enoverižno DNA tvori t. i. filament ssDNA-RecA (Little, 1991; Chen 
in sod., 2008). 
Protein LexA deluje kot globalni transkripcijski faktor, ki s svojo vezavo na specifična 
nestrukturirana zaporedja reprimira izražanje več kot 40 genov, ki sodelujejo v odzivu SOS 
(Butala in sod., 2009). Je latentna serinska proteinaza, sestavljena iz dveh domen, ki ju 
povezuje kratek odsek aminokislinskih ostankov. N-terminalna domena je odgovorna za 
vezavo na DNA preko motiva vijačnica–zavoj–vijačnica (angl. Helix-Turn-Helix) na 18 bp 
dolgo palindromsko zaporedje, imenovano zaporedje SOS (angl. SOS box), ki se nahaja v 
promotorski regiji genov odziva SOS. C-terminalna domena je odgovorna za 
homodimerizacijo in omogoča samocepitev (Chen in sod., 2008; Butala in sod., 2011). Ob 
dovolj veliki količini enoverižne DNA, v kateri je zaradi poškodb blokirana DNA-
polimeraza in so se replikacijske vilice ustavile, se na enoverižno DNA najprej veže protein 
SSB (angl. single-stranded binding protein), ki ga nadomesti RecA, ki tvori filament na 
enoverižni DNA (Kovačič in sod., 2013).  
LexA se lahko v celici nahaja v cepljivi ali necepljivi konformaciji. V normalnih pogojih je 
LexA vezan na tarčna zaporedja DNA in tako utiša prepis raznih genov, ki sodelujejo v 
odzivu SOS, zgolj 20 odstotkov se ga nahaja prosto v celici. Filament ssDNA-RecA, ki 
nastane ob poškodbah DNA, spodbudi avtokatalitsko cepitev LexA. Mesto cepitve v LexA 
je med ostankoma alanina A84 in glicina G85; ko se to mesto približa katalitični diadi serina 
S119 in lizina K156, se LexA v razcepljeni obliki ni več zmožen vezati na DNA (Luo in 
sod., 2001). Inaktivira se le na DNA nevezani protein LexA (Butala in sod., 2011). RecA je 
zmožen cepitve tudi drugih regulatornih proteinov, podobnih LexA proteinu, nekateri med 
njimi so bakteriofagni represorji (Maslowska in sod., 2018).  
2.4.2 Geni pod nadzorom represorja LexA 
 
Geni pod nadzorom LexA proteina omogočajo popravljanje z izrezovanjem, homologno 
rekombinacijo in zaustavitev delitve bakterije. Odziv SOS ni koristen zgolj za popravljanje 
DNA, ampak so v E. coli vključene v proces tudi tri DNA-polimeraze, ki zaradi svojega 
načina delovanja v genom uvajajo mutacije (ang. error-prone repair) (Butala in sod., 2011). 
Odvisno od endogenih nivojev poškodb DNA se nekateri geni, ki jih uravnava LexA, izrazijo 
zelo zgodaj, drugi šele po hujših poškodbah DNA, hkrati pa se ne prepisujejo vsi v enaki 
meri. Vse to je uravnavano s količino v celici prisotnega proteina LexA. Geni se časovno 
usklajeno izražajo v odvisnosti od nivoja afinitete LexA do določenega tarčnega zaporedja 
LexA. Najprej se izrazijo geni lexA, recA, uvrA, uvrB in uvrD, od katerih vsi razen LexA 
sprožijo popravljanje z izrezovanjem posameznih nukleotidov in popravljanje z 
mehanizmom homologne rekombinacije (Walker, 1984). Če nivo LexA v celici pade še bolj, 
se izrazijo geni sulA, umuD in umuC. Protein SulA ustavi delitev celic, tako da se veže na 
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iniciatorski protein FtsZ in tako onemogoči nastanek septuma ter s tem prepreči celične 
delitve (Maslowska in sod., 2018). Ko so poškodbe popravljene, se utiša koproteazna 
aktivnost filamenta ssDNA-RecA in ponovno se tvori homodimer LexA, funkcionalni 
represor, ki utiša odziv SOS (Butala in sod., 2008).  
2.5 BAKTERIOFAGI IN ODZIV SOS 
 
Poškodbe DNA so se izkazale za pomemben sprožitelj prehajanja življenjskega cikla 
temperiranih fagov v litični cikel (Little, 2005). Pri odzivu SOS obstaja prag poškodb, pri 
katerih se bakteriofagi inducirajo, pod tem pragom pa se odvija zgolj popravljanje DNA 
(Butala in sod., 2008). 
GIL01 je dormanten bakteriofag B. thuringiensis, ki se v celici nahaja kot linearni plazmid. 
Reguliran je z direktno vezavo gostiteljevega proteina LexA na 3 mesta v profagu, ki v tem 
primeru ne reprimira samo odziva SOS, ampak tudi litični cikel tega faga. Veže se na 
zaporedja, imenovana dinBox1, dinBox2 in dinBox3. Zaporedje dinBox1 leži med dvema 
promotorjema P1 in P2, ki nadzirata prepis regulatornih in replikacijskih genov, ki so 
najverjetneje pomembni za vzdrževanje lizogenega stanja. Dve drugi mesti, dinBox2 in 
dinBox3, se nahajata na mestu promotorja P3, nižje od drugih dveh promotrjev, in uravnava 
prepis genov v strukturnem, litičnem modulu bakteriofaga (Fornelos in sod., 2011).  
Med geni GIL01 se nahaja ORF7, ki kodira za 50 aminokislinskih ostankov dolg protein 
gp7, ki se ne veže na DNA, temveč stabilizira DNA vezavno konformacijo LexA (slika 2). 
LexA se le v prisotnosti gp7 lahko veže na specifična zaporedja P1 faga GIL01 ter na ostala 
zaporedja v genomu v veliko nižjih koncentracijah, kot kadar je prisoten sam represor. Hkrati 
gp7 v manjši meri inhibira stopnjo avtokatalitične cepitve LexA, sprožene s strani filamenta 
ssDNA-RecA (Fornelos in sod., 2015). Heteroheksamerni kompleks štirih gp7 enot 
interagira z enim homodimerom proteina LexA (Caveney in sod., 2019). Gp7 je prvi protein, 
ki dokazano vpliva na LexA in njegove biokemijske lastnosti, posledično s tem reprimira 
odziv SOS bakterije. Hkrati ni podoben nobenemu do sedaj znanemu proteinu, razen 
nekaterim, prisotnim v genomih bakteriofagov družine Tectivirdae, ki inficirajo po Gramu 
pozitivne bakterije (Fornelos in sod., 2018). Protein gp7 utiša odziv SOS do določene 
stopnje, od katere DNA poškodbe niso več popravljive. Za prokarionte je nenavadno, da 
regulatorni protein veže in vpliva na transkripcijski faktor in deluje kot korepresor (Fornelos 
in sod., 2011). 
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Slika 2: Shematski prikaz vezave proteina gp7 bakteriofaga GIL01 z LexA bakterije B. thuringiensis ter 
struktura kompleksa LexA-gp7-DNA (Caveney in sod., 2019). 
Bakteriofag GIL01 ima poleg ORF7 še ORF6, ki kodira za regulatorni protein in se lahko 
veže z DNA (Verheust in sod., 2004). Gp6 je skrajšan homolog proteina LexA in izkazuje 
44-odstotno identičnost z ostanki N-terminalne domene LexA. Deluje kot aktivator litičnega 
promotorja P3 na GIL01, vendar so pred tem potrebne poškodbe DNA, saj se mora LexA 
odstraniti s promotorja, da lahko gp6 sproži iniciacijo transkripcije. To najverjetneje doseže 
z direktno integracijo z RNA-polimerazo, ki jo pripelje do promotorskega mesta, kar sproži 
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3 MATERIAL IN METODE  
 
3.1 MATERIAL  
 
3.1.1 Kemikalije  
 
V magistrski nalogi uporabljene kemikalije so navedene v preglednici 1. 
Preglednica 1: Uporabljene kemikalije.  
Kemikalije Proizvajalec  
1,4-ditiotreitol (DTT) Sigma, ZDA 
4-Cl-1-naftol  Sigma, ZDA 
Akrilamid/bis-akrilamid, 30 % (wB) Sigma, ZDA 
Agar Merck, Nemčija 
Agaroza Sigma, ZDA 
Amonijev persulfat (APS, (NH4)2S2O8) Serva, Nemčija  
Ampicilin  Sigma, ZDA 
BHI gojišče Sigma, ZDA 
Borova kislina  Kemika, Hrvaška 
BSA Merck, Nemčija 
DNaza Sigma, ZDA 
DreamTaq Green PCR MasterMix  Thermo Fisher Scientific, ZDA 
D-Sorbitol Sigma, ZDA 
EDTA Merck, Nemčija 
Etanol, 96 % in 100 % Merck, Nemčija 
Etidijev bromid, 1 % (wB) Merck, Nemčija 
FastDigest Thermo Fisher Scientific, ZDA 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Glicerol, 30 %  Kemika, Hrvaška 
HCl Merck, Nemčija 
Hepes Sigma, ZDA 
Imidazol  Sigma, ZDA 
IPTG (1M) Sigma, ZDA 
Kanamicin Sigma, ZDA 
LB gojišče Sigma, ZDA 
Lizocim  Merck, Nemčija 
Manitol Serva, Nemčija  
MeOH, 100 %  Merck, Nemčija 
Mitomicin (MMC) Roche, Švica 
NaCl  Merck, Nemčija 
NaH2PO4 Merck, Nemčija 
NaOH, 1 M in 50 mM  Merck, Nemčija 
Natrijev dodecil sulfat (SDS) Sigma, ZDA 
Ni-NTA agaroza  Thermo Fisher Scientific, ZDA 
NuPAGETM LDS Sample Buffer  Thermo Fisher Scientific, ZDA 
NuPAGETM MES SDS Running Buffer  Thermo Fisher Scientific, ZDA 
PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa Thermo Fisher Scientific, ZDA 
PEG6000 (polietilenglikol) Merck, Nemčija 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 1: Uporabljene kemikalije. 
 
3.1.2 Kompleti kemikalij  
 
V magistrski nalogi uporabljeni kompleti kemikalij so navedeni v preglednici 2.  
Preglednica 2: Uporabljeni kompleti kemikalij. 
Kompleti Proizvajalec 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit  Thermo Fischer Scientific, ZDA 
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fischer Scientific, ZDA 
QIAGEN® Plasmid Mini Kit Qiagen, Nemčija 
TransformAid Bacterial Transfomration Kit Thermo Fischer Scientific, ZDA 
 
 
3.1.3 Pufri in raztopine  
 
Pufri in raztopine uporabljene v magistrski nalogi so navedene v preglednici 3, njihova 
priprava je razložena spodaj.  
3.1.3.1 Pufer TBS 
 
1 L 10-kratnega pufra TBS smo pripravili tako, da smo v 800 mL destilirane vode (dH2O) 
raztopili 15,67 g trisa in 87,66 g NaCl, nato smo z raztopinami različnih molarnosti HCl in 
NaOH umerili pH 7,4 in dodali preostalo vodo do 1 L. Pufer smo nato prefiltrirali preko 
filtra s porami velikosti 0,45 μm in shranjevali v steklenici pri 4 °C.  
3.1.3.2 Pufer TBST 
 
0,5 L pufra TBST smo pripravili tako, da smo v merilni valj vlili 50 ml 10-kratnega pufra 
TBS, dodali 500 μL Tween 20 in dolili destilirano vodo do 500 mL. Umerili smo pH do 7,4. 
Pufer smo shranjevali v steklenici pri 4 °C. 
3.1.3.3 Pufer MTBST 
 
100 mL pufra MTBST smo pripravili tako, da smo v 100 mL pufra TBST dodali 5 g 
posnetega mleka v prahu, premešali in shranjevali pri 4 °C.  
Kemikalije Proizvajalec  
Posneto mleko Difco, ZDA 
Proteinazni inhibitor (cOmpleteTM Ultra Tablets, Mini, EASY Protease 
Inhibitor Cocktail) 
Roche, Švica 
RNaza Merck, Nemčija 
SimplyBlueTM SafeStain  Thermo Fisher Scientific, ZDA 
TEMED Sigma, ZDA 
Tris (Trizma R Base) Merck, Nemčija 
Tween20  Sigma, ZDA 
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3.1.3.4 Dializni pufer  
 
Dializni pufer smo pripravili tako, da smo v 2 L destilirane vode raztopili 14,298 g HEPES 
in 52,596 g NaCl, nato smo umerili pH 7,4 in dodali destilirano vodo do 3 L, pufer smo pred 
uporabo ohladili pri 4 °C.  
3.1.3.5 Pufer za lizo, spiranje in elucijo 
 
Pufre za lizo, spiranje in elucijo smo pripravili iz založne raztopine, za katero smo v 2 L 
destilirane vode raztopili 15,988 g NaH2PO4 in 43,83 g NaCl, umerili pH 8,0 in dodali 
destilirano vodo do 2,5 L. V pufer za lizo smo nato dodali imidazol do končne koncentracije 
10 mM, v pufer za spiranje smo dodali imidazol do končne koncentracije 20 mM, in v pufer 
za lizo so dodali imidazol do končne koncnetracije 250 mM. Vse tri smo shranjevali pri 4 °C 
do uporabe. V 10 mL pufra za lizo smo tik pred uporabo dodali 1 tabletko proteinaznih 
inhibitorjev »cOmpleteTM Ultra Tablets, Mini, EASY Protease Inhibitor Cocktail« (Roche, 
Švica), 20 μL benzonaze, 10 μL RNaze in 50 μL lizocima.  
3.1.3.6 Pufer TBE 
 
1 L pufra TBE smo pripravili tako da smo v 800 mL destilirane vode raztopili 5,4513 g tris, 
2,782 g borove kisline in 0,29224 g EDTA, nato smo umerili pH 8,3 in dodali destilirano 
vodo do 1 L. Pufer smo shranjevali pri sobni temperaturi.  
3.1.3.7 Pufer za prenos western 
 
Pufer za prenos western smo pripravili svež pred vsakim prenosom, tako da smo v 750 mL 
destilirane vode dodali 50 mL pufra MES in 200 mL 100-odstotni MeOH, premešali in 
uporabili za prenos western.  
3.1.3.8 Peroksidazni substrat 
 
Peroksidazni substrat smo pripravili tako, da smo v sterilno falkonko zavito v aluminijevo 
folijo zatehtali 15 mg 4-Cl-1-naftola, ki smo ga raztopili v 5 mL 100-odstotnem MeOH, 
dodali 250 mL pufra TBS in 50 μL 30-odstotnega H2O2. Peroksidazni substrat smo vedno 
pripravili svež in ga uporabili takoj po pripravi.  
3.1.3.9 Pufer za elektroporacijo 
 
Pufer za elektroporacijo smo pripravili tako, da smo v 100 mL destilirane vode raztopili 
9.3585 g sorbitola, 9,3586 g manitola in dodali 30 mL 30-odstotnega glicerola. Pufer smo 
dobro premešali in do uporabe shranili pri 4 °C. 
3.1.3.10 Fiziološka raztopina 
 
Fiziološko raztopino smo pripravili tako, da smo v 1 L destilirane vode raztopili 9 g NaCl. 
Raztopino smo filtrirali skozi filtre s porami velikosti 0,45 μm in shranjevali v steklenici pri 
sobni temperaturi.  
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Preglednica 3: Uporabljeni pufri in raztopine ter njihova sestava.  
Pufri  Sestava  
Pufer TBS 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4 
Pufer TBST 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,001 % Tween20, pH 7,4  
Pufer MTBST 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,001 % Tween20, 5 % posneto mleko v prahu, pH 
7,4 
Dializni pufer 20 mM Tris, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 7,4 
Pufer za lizo  50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0 
Pufer za spiranje  50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0 
Pufer za elucijo  50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8,0 
Pufer TBE 45 mM Tris, 45 mM borova kislina, 1mM EDTA, pH 8,3 
Pufer za prenos western 20 % MeOH, 10 % SDS (wB) 
Peroksidazni substrat 15 mg Cl-1-naftol v 5 mL 100 % MeOH, 25 mL TBS, 50 μL 30 % H2O2 
Pufer za elektroporacijo 0,5 M sorbitol, 0,5 M manitol, 10 % glicerol 
Fiziološka raztopina  0,9 % NaCl 
 
3.1.4 Začetni oligonukleotidi  
 
V magistrski nalogi uporabljeni začetni oligonukleotidi so povzeti v preglednici 4. Vse 
začetne oligonukleotide je sintetiziral proizvajalec SigmaAldrich, Nemčija.  







3.1.5 Plazmidi  
 
V magistrski nalogi uporabljeni plazmidi so navedeni v preglednici 5.  
Preglednica 5: Uporabljeni plazmidi.  
Plazmid Opis Vir  
pET8c lexA  E. coli ekspresijski plazmid T7, na katerem je zapis za 
N-terminalni histidinski rep (His6), in trombinsko mesto, 
v katerega je bil vstavljen gen za LexA iz bakterije B. 
thuringiensis med restrikcijski mesti BamHI in HindIII. 
Ima zapis za odpronost prot ampicilinu (AmpR). 
Caveney in sod., 2019 
pET8c ORF7 E. coli ekspresijski plazmid T7, na katerem je zapis za 
N-terminalni histidinski rep (His6), in trombinsko mesto, 
v katerega je bil vstavljen ORF7 iz bakteriofaga GIL01 
med restrikcijski mesti BamHI in HindIII. Ima zapis za 
odpornosti proti ampicilinu (AmpR).  
Caveney in sod., 2019 
      se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 5: Uporabljeni plazmidi. 
 
Plazmid Opis Vir  
pDG148 Prenosljivi vektor za z IPTG sprožen prepis genov v B. 
thuringiensis. AmpR v E. coli, KanR v B. thuringiensis. 
Fornelos in sod., 2011  
pDG148gp7  Prenosljivi vektor za z IPTG sprožen prepis genov v B. 
thuringiensis, v katerega je bil kloniran ORF7 iz 
bakteriofaga GIL01, predpromotor, aktiviran z IPTG. 
AmpR v E. coli in KanR v B. thiringiensis.  
Fornelos in sod., 2011 
 
3.1.6 Bakterijski sevi  
 
V magistrski nalogi uporabljeni sevi so navedeni v preglednici 6.  
Preglednica 6: Uporabljeni bakterijski sevi in njihove genotipske lastnosti.  
Bakterijski sev Genotipske lastnosti/Opis Vir 
E. coli BL21(DE3) pLysE F – ompT gal dcm lon hsdSB(rB –mB – ) λ(DE3 [lacI 
lacUV5- T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+ ]K-12(λS )  
Thermo Fisher 
Scientific 
E. coli dam- E. coli z okvarjenim sistemom dam  Thermo Fisher 
Scientific 
BT Sev GBJ002. Derivat Bacillus thuringiensis subsp. 
israelensis, naravnega gostitelja faga GIL01, ki so mu 
bili odstranjeni vsi plazmidi razen pBtic235, vključno 
s fagom GIL01. 
Dr. N. Fornelos* 
BT GIL01 GIL01 lizogen seva BT. Dr. N. Fornelos* 
BT mutLexA GBJ002(lexAA96D), pHT304.18Z-
DinBox1mut/operator1mut 
Dr. N. Fornelos* 
BT mutLexA gp7 GBJ002(lexAA96D), pHT304.18Z-
DinBox1mut/operator1mut s plazmidom pDG148-
ORF7 
Ta študija 
BTpDGgp7 BT s plazmidom pDG148-ORF7 Dr. N. Fornelos* 
BTp BT z vstavljenim plazmidom pDG148, GBJ396 Dr. N. Fornelos* 
BTp1 BT z vstavljenim plazmidom pDG148, narejen 
25/12/2012 
Dr. N. Fornelos* 
HER1410  gostiteljski sev GIL01/Bam35 Dr. N. Fornelos* 
 
* Broad Institute of MIT and Harvard, ZDA. 
 
3.1.7 Encimi  
 
V magistrski nalogi je bil uporabljen encim XbaI proizvajalca Thermo Fisher Scientific iz 
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3.1.8 Laboratorijska oprema 
 
V magistrski nalogi uporabljena laboratorijska oprema je povzeta v preglednici 7. 
Preglednica 7: Uporabljena laboratorijska oprema.  
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država  
Analitska tehtnica  Sartorius  Nemčija  
Aparatura za agarozno elektroforezo elektroforezni 




Aparatura za dokumentiranje gelov Syngene G:BOX Syngene VB 
Aparatura za NaDS- PAGE elektroforetska enota 
Mini-PROTEAN Tetra System 
Bio-Rad ZDA 
Aparatura za PCR Mastercycler epgradient  Eppendorf Nemčija 
Avtoklav Kambič Slovenija 
Centrifuga 5415 R Eppendorf Nemčija 
Centrifuga 5418 Eppendorf Nemčija 
Centrifuga Sigma 3-30 KS  Sigma  Nemčija 
Čitalec mikrotitrnih plošč DYNEX ZDA 
Električni kuhalnik za vodno kopel Korona Electric  Nemčija  
Elektroporator 2510 Eppendorf Nemčija  
Fluorescenčni čitalec mikrotitrnih plošč  Tecan  Švica  
Magnetno mešalo RCT basic Ika Nemčija 
Magnetno mešalo RET basic Ika Nemčija 
pH-meter SevenMulti TM Rotacijski stresalnik The 
Belly Dancer/hybridization water bath 
Mettler Toledo Švica 
Refraktometer Biacore T1000 Biacore Švedska 
Sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750 Thermo Fisher 
Scientific  
ZDA 
Spektofotometer UV-1800 Shmiadzu Japonska  
Stresalnik Vibromiks 203EVT Tehtnica  Slovenija 
Tehtnica L420 S Sartorius  Nemčija 
Tehtnica MC210P  Sartorius  Nemčija 
Vibracijski stresalnik Vibromix 10  Tehtnica  Slovenija 
Vodna kopel Fisherbrand TM Isotemp TM Digital 
Control Water Baths: Model 215 
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3.2 METODE  
 
3.2.1 Sinteza in izolacija proteinov gp7 in LexA 
 
3.2.1.1 Transformacija derivatov plazmida pET8c v Escherichia coli BL21 
 
Sev E. coli BL21 smo odtalili na ledeni kopeli in mu sterilno dodali 5 µL plazmida pET8c 
lexA in pET8c ORF7 ter inkubirali 30 min na ledeni kopeli. Nato smo celice izpostavili 
toplotnemu šoku, transformacijsko zmes smo za 2 min postavili v vodno kopel, ogreto na 
42 °C, in nato nazaj na ledeno kopel za 2 min. Celicam smo dodali 400 µL na 37 °C ogretega 
tekočega gojišča LB in 50 min inkubirali pri 37 °C s stresanjem 180 rpm. Celice smo 
centrifugirali 5 minut pri 4000 × g na sobni temperaturi. Supernatant smo odlili, bakterijsko 
usedlino pa resuspendirali v 100 µL tekočega gojišča LB in razmazali po trdnem gojišču LB 
z dodanim Amp (100 µg/mL). Sev E. coli BL21 nima rezistence proti ampicilinu, vendar je 
ta zapisana na plazmidih pET8c lexA in pET8c ORF7; tako na selekcijskem gojišču rastejo 
zgolj bakterije z uspešno vstavljenim plazmidom.  
3.2.1.2 Pridobivanje celične mase  
 
Z zobotrebcem smo eno kolonijo precepili v 10 mL tekočega gojišča LB z dodanim Amp 
(100 µg/mL) in gojili preko noči. 4 mL prekonočne kulture smo nato nacepili v 250 mL 
svežega tekočega LB gojišča z Amp (100 µg/mL). Kulturo smo gojili pri 37 °C s stresanjem, 
dokler ni optična gostota dosegla vrednosti 0,5 pri valovni dolžini 600 nm, takrat smo dodali 
IPTG do končne koncentracije 0,8 mM, kar je induciralo sintezo proteina. Celice smo gojili 
še nadaljnje 4 ure pri 37 °C in 180 rpm. Celotno kulturo smo centrifugirali 15 min pri 4 °C 
in 6000 × g. Supernatant smo odlili, pelet resuspendirali v 200 mL fiziološki raztopini v 
novih centrifugirkah, ki smo jih prej stehtali, resuspendirali in ponovno centrifugirali 15 min 
pri 4 °C in 6000 × g. Supernatant smo odlili in pelet stehtali in nato shranili pri –20 °C. 
3.2.1.3 Afinitetna izolacija proteinov 
 
Nikelj-nitrilocetna kovinsko-afinitetna (Ni-NTA) agaroza je uporabna za izolacijo 
rekombinantnih proteinov, ki imajo na N- ali C-terminalnem koncu histidinski rep, 
sestavljen iz vsaj šestih histidinov. Histidinski rep se veže na dvovalentne niklijeve ione, ki 
so vezani na nitrilotriacetilno skupino, ki deluje kot kelator. Vse skupaj je vezano na 
agarozne kroglice. Proteine najprej vežemo na kroglice, speremo neželene proteine z nižjimi 
koncentracijami imidazola in nato želeni protein speremo z visoko koncentracijo imidazola, 
ki ga zaradi kompeticije izrine iz nosilca. 
Bakterijski pelet smo odmrznili na ledeni kopeli, resuspendirali v 2 mL hladnega pufra za 
lizo celic na 1 g biomase. Še prej smo pufru za lizo dodali sveže raztopljen encim lizocim 
do končne koncentracije 0,5 mg/mL, da načnemo celično steno bakterij, dodatek encimov 
DNaza in RNaza do končne koncentracije 10 µg/mL, ki razgradita DNA in RNA, in tabletko 
zmesi proteinaznih inhibitorjev (Roche, Švica), ki preprečijo razgradnjo našega proteina s 
proteinazami, ki so prisotne v celicah. Centrifugirke smo nato inkubirali 30 min pri 4 °C s 
stresanjem. Celice v suspenziji smo razbili z ultrazvokom, in sicer 20 min na ledu s 40-
odstotno amplitudo s pulzi, ki so trajali 3 s in vmesnimi 9-sekundnimi pavzami, da se vzorec 
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ne bi pregrel, saj bi to oborilo obravnavani protein. Lizirane celice smo centrifugirali 30 min 
pri 4 °C pri 20 000 × g, kar nam je omogočilo ločitev membran in ostalih nečistoč od 
proteina, raztopljenega v supernatantu.  
Gravitacijsko kolono Poly-Prep (Bio-Rad, ZDA) smo pripravili s spiranjem z 1 M HCl, nato 
dH2O, nato 1 M NaOH, zopet z dH2O, da smo sprali vse nečistoče, ki bi lahko vplivale na 
izolacijo proteina. Nato smo dodali 0,8 mL Ni-NTA agaroznih kroglic na 6 g začetne mase 
peleta, ki smo jih sprali z 2 volumnoma dH2O in nato z 10 volumni pufra za lizo, saj je 
shranjena v etanolu, ki bi denaturiral protein. Nato smo v kolono odpipetirali supernatant, ki 
je nastal pri centrifugiranju, in vse skupaj inkubirali 30 min pri 4 °C z Ni-NTA agaroznimi 
kroglicami s stresanjem, kar je proteinu omogočilo vezavo na stacionarno fazo. Supernatant 
z Ni-NTA agarozo smo nato prenesli nazaj na gravitacijsko kolono in počakali, da se je 
agaroza posedla na dno. V tem času je tekoča faza z nevezanimi proteini odtekla skozi 
polietilensko sito na dnu kolone, ki ne prepušča kroglic. Kroglice smo spirali s pufri z 
naraščajočo koncentracijo imidazola (preglednica 8), s čimer smo eluirali nespecifično 
vezane proteine s stacionarne faze. Tarčni protein smo sprali s pufrom z 250mM 
koncentracijo imidazola. Izolacija je potekala na sobni temperaturi. Zmes smo nato 
centrifugirali 20 min pri 4 °C in 4000 × g, da smo odstranili še kakršnekoli nečistoče. 
Preglednica 8: Pufri za izolacijo želenega proteina z Ni-NTA agazoro v gravitacijski koloni. 
Pufer Imidazol (mM) Volumen 
Pufer za lizo  10 3-krat 5 mL 
Pufer za spiranje  20 5-krat 5 mL 
Pufer za elucijo 250 2-krat 2,5 mL 
 
 
3.2.1.4 Dializa rekombinantnih proteinov  
 
Elucijski pufer vsebuje visoko koncentracijo soli in imidazola, zato ni primeren za 
dolgotrajno shranjevanje proteinov. Eluirane proteine smo dializirali proti ustreznemu 
dializnemu pufru. 2,5 mL pridobljenega eluata smo odpipetirali v dializno membrano s 
porami v velikosti 3,5 kDa. Protein gp7 je velik ~7,4 kDa in LexA ~25 kDa, zato sta ostala 
znotraj membrane, medtem ko so ostale komponente pufra z difuzijo od višje proti nižji 
koncentraciji prešle preko membrane v okoliški pufer. Proteina smo dializirali proti skupini 
3 L dializnega pufra ob konstantnem počasnem mešanju pri 4 °C preko noči. 
3.2.1.5 Določanje koncentracije proteinov s spektofotometrom NanoDrop 1000  
 
Koncentracijo proteinov smo določili s spektrofotometrom NanoDrop 1000, tako da smo pri 
valovni dolžini 280 nm za umeritev naprave najprej pomerili vzorec zadnje frakcije 
dializnega pufra in nato še naš vzorec s proteinom. Svetlobo z valovno dolžino 280 nm 
absorbirajo aminokislinski ostanki z aromatskim obročem. Od vsebnosti in vrste takih 
aminokislinskih ostankov v aminokislinskem zaporedju je odvisen ekstinkcijski koeficient 
proteina (ε), ki ga poleg absorbance (A) potrebujemo za izračun koncentracije. Ekstinkcijski 
koeficient smo pridobili s spletnim orodjem Protparam na strežniku Expasy, ki glede na 
vnešeno aminokislinsko zaporedje proteina izračuna različne fizikalne in kemijske 
parametre proteina. Iz izmerjenih absorbanc (A280) in ekstinkcijskih koeficientov smo 
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določili molarno koncentracijo (c) po enačbi (1), kjer l predstavlja prepotovano pot žarka 
preko vzorca.  
A280 = ε280 × 1 × c        … (1) 
3.2.1.6 Določanje koncentracije proteinov s testom z bikinhoninsko kislino 
 
Test z bikinhoninsko kislino (BCA) združuje redukcijo ionov Cu2+ v Cu1+ s proteini v 
bazičnem mediju in visoko občutljivo in selektivno kolorimetrično zaznavanje bakrovega 
kationa z BCA. V prvem delu reakcije poteče kelacija bakra s proteinom. Peptidi, ki 
vsebujejo tri ali več aminokislinskih ostankov, ustvarijo kelatni kompleks z bakrovimi ioni 
v bazičnem okolju, ki vsebuje natrijev kalijev tartrat. V drugem delu reakcije poteče 
obarvanje vzorca. Bikinhoninska kislina reagira z reduciranimi bakrovimi kationi, ob vezavi 
enega bakrovega iona z dvema molekulama BCA nastane močna vijolična barva, ki jo 
zaznamo s spektofotometrično metodo pri valovni dolžini 562 nm. V kompletu so priloženi 
standardi, s katerimi naredimo standardizirano krivuljo, iz katere nato odčitamo 
koncentracijo proteina. Test z BCA smo izvedli s kompletom Pierce™ BCA Protein Assay 
Kit po navodilih proizvajalca. 
3.2.1.7 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (SDS-
PAGE) 
 
Poliakrilamidno gelsko elektroforezo (angl. PAGE) v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata 
(okraj. SDS) uporabljamo za ločitev proteinov glede na njihovo molekulsko maso. Dodecil 
sulfat deluje kot detergent in se nespecifično veže na proteine, s čimer jih denaturira in 
negativno nabije. Ko jih nanesemo na gel, proteini z manjšo molekulsko maso potujejo pod 
vplivom električnega toka hitreje kot večji in se tako ločijo po velikosti.  
Gel smo pripravili iz nanašalnega in ločevalnega dela (preglednica 9), ki smo ju vlili med 
stekelci vpetima v model. V manjši čaši smo zamešali sestavne dele gela, kot je navedeno v 
preglednici; najprej smo zmešali ločevalni gel, tekočino vlili med stekelci in dodali še 
izopropanol, da se je gel zravnal. Polimerizacija gela se odvije zaradi prostih radikalov v 
APS, ki jih TEMED stabilizira. Po 20 min smo izopropanol odlili in na polimeriziran 
ločevalni del gela vlili nanašalni del gela ter vstavili glavniček, ki je oblikoval luknjice, v 
katere smo kasneje nanesli svoje vzorce. 
Preglednica 9: Komponente in volumen elektroforeznih gelov. 
Komponente gela  Volumen  
 Nanašalni gel Ločevalni gel  
H2O 2,212 mL 1,767 mL 
3 M Tris   625 μL / 
0,5 M Tris / 750 μL 
10 % SDS (wB) 33,5 μL 30 μL 
1,5 % APS (wB) 250 μL 150 μL 
30 % Akrilamid (bis-akrilamid (wB) 1,875 mL 300 μL 
TEMED  5 μL 3 μL 
 
Strjene gele smo vstavili v stojalo z elektrodama v elektroforezno banjico sistema Mini-
PROTEAN (Bio-Rad, ZDA) in dolili pufer MES, ki je primeren za ločbo proteinov.  
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Proteinske vzorce smo pripravili tako, da so v končnem volumnu vsebovali 1 : 3 
»NuPAGE™ LDS Sample Buffer« : vzorec in 100 mM DTT. Nanašalni pufer vsebuje litijev 
dodecil sulfat, ki proteine denaturira in jih negativno nabije, medtem ko DTT deluje kot 
reducent, ki prekine disulfidne mostičke med cisteinskimi ostanki. Kot proteinski standard 
smo uporabili lestvico »PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa«.  
Elektroforeza je tekla do 50 min pri napetosti 180 V. Gele smo nato ločili od stekelc in jih 
trikrat spirali z vmesnim 5-minutnim stresanjem v 100 mL dH2O. Gele smo obarvali z 
barvilom »SimplyBlue™ SafeStain« po navodilih proizvajalca. Po končnem spiranju z 
dH2O ostane barvilo vezano le na proteine, kar nam omogoči vizualizacijo nanešenih 
vzorcev. 
3.2.2 Preverjanje aktivnosti in specifičnosti poliklonskih protiteles v serumih  
 
3.2.2.1 Točkovni odtis (angl. dot blot) za preverbo aktivnosti protiteles v serumu proti 
proteinoma gp6 ali gp7 bakteriofaga GIL01 in proti proteinu LexA bakterije 
Bacillus thuringiensis 
 
Točkovni odtis je enostavnejša in hitrejša variacija prenosa western, saj omogoča detekcijo 
proteinov, ki niso ločeni z elektroforezo. Vzorec proteina vežemo direktno na membrano, na 
kateri izvedemo prenos; to opravimo hitreje in v več ponovitvah, kar nam omogoča 
preverjanje različnih koncentracij proteina in protiteles, da preverimo interakcijo. Proteini 
so bili izolirani z Ni-NTA agarozo po postopku, opisanem v poglavju 3.2.1 »Sinteza in 
izolacija proteinov gp7 in LexA«, in nato zamrznjeni pri –20 °C. Proteine smo odmrznili na 
ledeni kopeli in jih nanesli direktno na PVDF membrane. 
Uporabili smo dve seriji serumov: A in B. Po prvi imunizaciji, ko so mišim prvič vbrizgali 
protein, smo pridobili serum serije A (v dveh ponovitvah), serija B je bila pridobljena po 
ojačevalnemu odmerku (angl. booster shot) v eni ponovitvi. Mišim so odvzeli vzorec krvi, 
iz katerega so nato pripravili serum. Serum je tekoči del krvi, v katerem so raztopljene v 
vodi topne komponente, ki ne sodelujejo v koagulaciji krvi. Pridobili so ga tako, da kri 
koagulirajo, nato pa celotni volumen centrifugirajo; nastali supernatant predstavlja serum 
(Serum, 2017). 
Poliviniliden fluoridno (okraj. PVDF) membrano smo narezali na kvadratke velikosti 
1,5 cm2 in nanje nanesli 2 μL proteinskega vzorca. Membrane z vzorci smo prenesli v 
mikrotitrno ploščico z 12 jamicami (angl. 12-well). V vsako jamico smo odpipetirali 1 ml 
pufra MTBST in inkubirali 1 uro na sobni temperaturi ali preko noči pri 4 °C, da so proteini 
iz posnetega mleka zasedli nespecifična vezavna mesta na membrani. Membrane smo nato 
trikrat sprali z 1 mL pufra TBST, med vsakim spiranjem smo membrane 5 min stresali na 
stresalniku. Nato smo inkubirali 1 mL protiteles v serumu, razredčenem v pufru MTBST, 1–
2 h z rahlim stresanjem pri sobni temperaturi. Serum, ki smo ga uporabljali, je bil pripravljen 
iz krvi imuniziranih miši z izbranim proteinom (serume so pridobili v laboratoriju prof. dr. 
Mojce Narat, UL, BF). Sledilo je ponovno trikratno spiranje s pufrom TBST. Nato smo 
inkubirali z 1 mL sekundarnih protiteles, sklopljenih z encimom hrenove peroksidaze (angl. 
goat-anti mouse HGJ) in redčenih 1 : 1000 v pufru MTBST pri rahlem stresanju 1–2 h pri 
sobni temperaturi. Sledilo je ponovno trikratno spiranje s pufrom TBST. Rezultate smo 
razvili z 1 mL peroksidaznega substrata, ob dodatku smo mikrotitrno ploščo pokrili s folijo 
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in postavili na temno mesto ter inkubirali 10 min. Če so bile lise vidne, smo to vzeli kot 
pozitiven rezultat, če niso bile vidne, smo dodali še 20–120 μL peroksida. Reakcijo smo 
zaustavili z destilirano vodo. 
3.2.2.2 Prenos western za preverjanje specifičnosti protiteles 
 
Prenos western (angl. western blot) ali imunodetekcija omogoča detekcijo specifičnih 
proteinov v vzorcu. Proteine lahko izoliramo direktno iz tkiva ali pa izolirane proteine 
predhodno nanesemo na SDS-PAGE (angl. SDS-PAGE) in tako hkrati preverimo še njihovo 
čistost.  
Za prenos western smo uporabljali aperaturo Mini Trans-Blot (Bio-Rad, ZDA). Po končani 
SDS-PAGE smo proteine iz gela prenesli na PVDF membrano v skladu z navodili 
proizvajalca (BioRad, ZDA). Gel SDS-PAGE za prenos uporabimo takoj po elektroforezi in 
trikratnem spiranju v 100 mL dH2O. Za vsak gel izrežemo PVDF membrano v velikosti gela 
in jo aktiviramo s 30-sekundnim namakanjem v 100-odstotnem MeOH. Nato PVDF 
membrano, 8 filtrirnih papirjev prav tako v velikosti gela in 2 blazinici 5 min namakamo v 
pufru za prenos. Nato sestavimo kaseto, tako da temno polovico kasete za gel položimo na 
čisto površino, naložimo nanj blazinico in 4 filter papirje, prelijemo z malo pufra in z 
valjčkom iztisnemo mehurčke, ki bi lahko nastali med posameznimi plastmi. Na filter papir 
previdno položimo gel z lestvico na desni strani, nanj položimo PVDF membrano, 4 filter 
papirje in drugo blazinico, vse skupaj nato prelijemo s pufrom za prenos in povaljamo (slika 
3). Kaseto vstavimo v modul z elektrodami, ki ga vstavimo v posodo za prenos, kamor 
vlijemo tudi pufer za prenos in posodo z ledom. Razvijanje se odvija 90 minut pri napetosti 
150 mA. 
 
Slika 3: Sestava aparature z gelom in membrano za prenos western (Western Blot, 2020). 
Proste površine na membrani PVDF smo blokirali s prekonočno inkubacijo pri 4 °C v 3-
odstotnem BSA (wB) v pufru TBST. Nato smo membrano dvakrat sprali v pufru TBST. 
Dodali smo mišja poliklonska protitelesa v serumu, redčena v 3-odstotnem BSA (wB) pufru 
TBST, in inkubirali 2 h na sobni temperaturi ali preko noči pri 4 °C. Trikrat smo spirali s 
pufrom TBST in trikrat s pufrom TBS. Nato smo dodali 1 : 100 sekundarnih protiteles v 3-
odstotnem BSA (wB)  v pufru TBST in inkubirali 2 h na sobni temperaturi ob stresanju. Nato 
smo trikrat spirali s pufrom TBS. PVDF membrano smo razvijali v peroksidaznem substratu 
v temnem prostoru 10 minut. Reakcijo smo prekinili z dodatkom dH2O. 
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3.2.3 Preverjanje vpliva gp7 bakteriofaga GIL01 in LexA bakterije B. thuringiensis 
na uravnavanje življenjskega cikla bakteriofaga pBtic235 
 
3.2.3.1 Verižna reakcija s polimerazo na kolonijah (angl. colony PCR) 
 
Verižno reakcijo s polimerazo smo izvedli na različnih kolonijah različnih sevov B. 
thuringiensis, da preverimo, kateri sevi vsebujejo plazmid pBtic235, na katerem se nahaja 
drugi fag, in ali vsebujejo fag GIL01, zato smo uporabili tri pare začetnih oligonukleotidov 
(preglednica 4). Sevom smo želeli vstaviti plazmida pDG148 in pDG148gp7, saj nas je 
zanimalo, kako se bo na to odzval bakteriofag, zapisan na pBtic235.  
Prvi dan smo iz trajne kulture, shranjene pri –80 °C, precepili seve BT GIL01 kot kontrolo 
in štiri različne seve Bacillus thuringiensis subsp. israelensis. Drugi dan smo jih precepili na 
sveže trdno gojišče LB do posameznih kolonij. Tretji dan smo eno kolonijo resuspendirali v 
sterilnem tekočem gojišču LB. Pripravili smo reakcijske zmesi (preglednica 10) in nastavili 
potek PCR poskusa (preglednica 11). 
Preglednica 10: Komponente reakcijske zmesi verižne reakcije s polimerazo in njihovi volumni.  
Komponente reakcijske zmesi  Količina  
DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) 10 μL 
Začetni oligonukleotid  0,5 μM  
Začetni oligonukleotid  0,5 μM 
Kolonije v LB tekočem gojišču  10 pg–1 μg DNA 
H2O 9,3 μL 
Skupni volumen  20 μL  
 
Preglednica 11: Potek verižne reakcije s polimerazo. 
Korak Temperatura (°C) Čas (s)  Število ciklov  
Začetna denaturacija  95 310 1 
Denaturacija  95 30 35 
Prileganje začetnih oligonukleotidov  55 30 35 
Podaljševanje  72 60 35 
Ustavitev 4 ∞ - 
 
3.2.3.2 Analiza DNA z agarozno gelsko elektroforezo  
 
Pomnožke smo nadalje preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 1,5-odstotni agarozni gel 
smo pripravili v 40 mL pufra TBE z 0,6 g agaroze. Segrevali smo, dokler se agaroza ni 
raztopila. Po ohladitvi na 60 °C smo v raztopino dodali 0,4 µL 1-odstotnega etidijevega 
bromida, ki se veže med žlebove DNA molekule in nam tako omogoči kasnejšo vizualizacijo 
pomnožkov v gelu. Gel smo razlili na nosilce z glavničkom. 30 min kasneje se je gel strdil 
in v jamice smo nanesli naše vzorce. Po 5 μL vsakega pomnožka in v ločeno jamico kot 
standard DNA lestvico »GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder«. Elektroforeza je tekla 20–
30 minut pri stalni napetosti 120 V v 1-kratnem pufru TBE. Ker so molekule DNA negativno 
nabite, potujejo od anode h katodi, zaradi zamreženosti gela pa se ločijo po velikosti. Krajše 
molekule potujejo hitreje in se tako v gelu premaknejo v času dlje kot večje molekule. 
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Pomnožene odseke DNA smo vizualizirali z aparatom Syngene G:BOX z UV svetlobo 
valovne dolžine okoli 300 nm, ki vzbudi fluorescenco etidijevega bromida, vezanega v 
dvoverižno DNA. 
3.2.3.3 Pomnoževanje plazmidov pDG148 in pDG148gp7 
 
Sev E. coli dam- ima okvarjeno metiltransferazo, ki prenese metilno skupino s s-
adenozinmetionina na N6 mesto adeninskega ostanka v zaporedjeh GATC, zato ta sev nima 
svojega specifičnega vzorca metilacije DNA. Ko ga uporabljamo pri prenosu plazmidov med 
različnimi bakterijami, se izognemo obrambnim mehanizmom bakterij pred tujo DNA, saj 
delujejo na sistemu specifične metilacije molekule DNA.  
Plazmid pDG148 je ekspresijski vektor v skupini Bacillus, ki omogoča sistematično 
prekomerno produkcijo proteinov. To je mogoče, saj ima IPTG inducibilno promotorsko 
mesto, pod katerega lahko vstavimo določen gen za protein. Zmožen je hitro usmerjeno 
klonirati brez ligacije in ima mesto vezave ribosoma z visoko translacijsko učinkovitostjo 
(Joseph in sod., 2001). V plazmid pDG148gp7 je v MSC (angl. multiple cloning site) 
vstavljen gen ORF7.  
Iz trajne kulture, shranjene pri –80 °C, smo precepili sev E. coli dam- na trdno gojišče LB. 
Naslednji dan smo vanj transformirali plazmid pDG148gp7 ali plazmid pDG148 s 
kompletom »ThermoScientific Bacterial Transformation« po navodilih proizvajalca. Drugi 
dan smo precepili več različnih kolonij do posameznih kolonij na trdno gojišče LB z 
dodanim Amp (100 μg/mL). Tako smo bili prepričani, da sev vsebuje želeni plazmid, saj 
pDG148 v E. coli premore gen za odpornost proti ampicilinu. S kompletom »GeneJET 
Plasmid Miniprep Kit« smo po navodilih proizvajalca izolirali plazmid, razen v zadnjem 
koraku, ko smo namesto pufra za elucijo uporabili dH2O za spiranje DNA iz kolone.  
3.2.3.4 Preverjanje koncentracije plazmidne DNA s spektofotometrom NanoDrop 1000 
 
Spektofotometer NanoDrop 1000 nam omogoča preverjanje kakovosti in kvantitete DNA v 
našem vzorcu. Spektofotometer skozi vzorec pošlje svetlobo točno določene valovne 
dolžine, v primeru nukleinskih kislin je to 260 nm in fotodetektor zazna svetlobo, ki je prešla 
skozi vzorec. Nekaj ultravijolične svetlobe bo prešlo skozi, nekaj je DNA absorbira; več 
svetlobe kot vzorec absorbira, večja je koncentracija nukleinskih kislin v vzorcu. Manj 
svetlobe kot zadene fotodetektor, večja je optična gostota (angl. optical density – OD) 
vzorca. Po Beer-Lambertovem zakonu je mogoče izračunati koncentracijo DNA s podatkom 
o svetlobi, ki se je absorbirala. Ekstincijski koeficient (ε) za dvoverižno DNA je 0,020 
(μg/mL)-1 cm-1. Iz absorbance (A) = 1, ki korespondira koncentraciji (c) DNA 50 μg/mL, 
lahko izračunamo koncentracijo našega vzorca po enačbi (1). Ta metoda deluje za 
absorbance do 2. Koncentracijo plazmidne DNA smo določili s spektrofotometrom 
NanoDrop 1000. Valovno dolžino meritev smo nastavili na 260 nm, nato smo najprej umerili 
napravo z dH2O, s katero smo v zadnjem koraku spirali DNA s kolone, nato smo pomerili 
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3.2.3.5 Rezanje DNA z encimom XbaI 
 
Pripravili smo komponente restrikcijske zmesi in njihove pripadajoče volumne 
(preglednica 12). V končni zmesi je bilo 389,2 ng plazmida, ki ga je rezalo 5 encimskih enot 
XabI. Zmes smo inkubirali 30 min pri 37 °C. Restrikcijske fragmente smo nadalje analizirali 
z agarozno gelsko elektroforezo, kot je opisano v poglavju 3.2.2.2. »Vizualizacija z agarozno 
gelsko elektroforezo.« 
Preglednica 12: Komponente restrikcijske zmesi in njihovi volumni.  
Komponente restrikcijske zmesi  Volumen  
Plazmid (97,3 ng/μL) 4 μL 
Encim XabI (10 U/μL) 0,5 μL  
FastDigest  1 μL 
dH2O 4,5 μL 
Celotni volumen 10 μL 
 
3.2.3.6 Priprava elektrokompetentnih celic Bacillus thuringiensis in vstavitev plazmida 
pDG148 
 
Sev BT mutLexA smo preko noči nacepili v 10 mL tekočega gojišča BHI in inkubirali pri 
37 °C. Nato smo 1 mL preko nočne kulture precepili v 200 mL segretega tekočega gojišča 
BHI. Ko je kultura dosegla OD595 = 0,85–0,95, smo celice 10 min hladili v ledeni kopeli in 
jih nato posedli s 5-minutnim centrifugiranjem pri 4 °C pri 5000 × g. Supernatant smo odlili 
in celice resuspendirali v 200 mL raztopine za elektroporacijo ter spet centrifugirali 5 min 
pri 4 °C pri 5000 × g; ta korak smo ponovili trikrat, da zagotovimo dobro sprane celice. 
Celice, ki jih nismo uporabili takoj, smo resuspendirali v 1 mL 40-odstotnem PEG6000 in 
alikvotirali po 100 µL v sterilne epruvete, ki smo jih nato hitro zamrznili v tekočem dušiku 
pri –80 °C.  
Elektroporacija BT mutLexA za vstavitev plazmida pDG148gp7 je potekala tako, da smo 
celicam dodali po 10 µL plazmida pDG148gp7, nežno resuspendirali in jih 5 minut 
inkubirali na ledu. Nato smo vsebino epruvete prestavili v ohlajeno kiveto za elektroporacijo, 
jo vstavili v elektroporator in elektroporirali z dvema pulzoma 2100 V po 4 s. Takoj po 
elektroporaciji smo celice resuspendirali v 1,5 mL pri 37 °C ogretega tekočega gojišča LB, 
jih prestavili v stekleno epruveto ter inkubirali 2–3 h pri 37 °C ob stresanju. Nato smo 
100 µL razmazali po trdnem gojišču LB z dodanim antibiotikom Kan (50 µg/mL), preostalo 
zmes smo centrifugirali 5 min pri 5000 × g, odpipetirali vse razen 100 µL supernatanta, 
resuspendirali celice in jih razmazali po trdnem LB gojišču z dodanim antibiotikom Kan 
(50 μg/mL). Plošče smo inkubirali pri 30 °C 2–3 dni. Trajne kulture novega seva BT 
mutLexA gp7 smo pripravili tako, da smo na trdnem gojišču LB Kan preko noči gojili novo 
kulturo BT mutLexA gp7 in naslednje jutro postrgali pol plošče v 1 mL tekočega gojišča s 
15-odstotki glicerola. Zmes smo dobro premešali na vibracijskem mešalniku in hitro 
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3.2.3.7 Spremljanje rastnih krivulj različnih sevov Bacillus thuringiensis 
 
Rast bakterijskih kultur v času nam poda informacijo, iz katere lahko sklepamo, kaj se dogaja 
na celičnem in molekularnem nivoju kulture bakterij. Preverjali smo, kako različne 
koncentracije mitomicina C vplivajo na bakterije, kaj se zgodi, če ima bakterija necepljiv 
protein LexA, ki je odgovoren za represijo odziva SOS, kako na rast vpliva dodatek proteina 
gp7, ki je zapisan na bakteriofagu GIL01, in kako vsi ti različni faktorji vplivajo na 
življenjski cikel bakteriofaga na plazmidu pBtic235.  
Prvi dan smo precepili trajne kulture sevov bakterij, shranjene pri –80 °C, na trdno gojišče 
LB in jih gojili preko noči pri 30 °C. Drugi dan smo kulturo precepili do posameznih kolonij 
na novo trdno gojišče LB z dodanim ustreznim antibiotikom Kan (50 μg/mL) in jih ponovno 
inkubirali preko noči pri 30 °C. Tretji dan smo tri kolonije posamično precepili v 10 mL 
tekočega gojišča LB z dodanim antibiotikom in jih gojili preko noči pri 30 °C. Četrti dan 
smo 0,5 mL prekonočne kulture precepili v 40 ali 20 mL tekočega gojišča LB z antibiotikom 
v 150-mL erlenmajerici. Eno uro po nacepitvi smo dodali IPTG do končne koncentracije 
0,1 mM, kar sproži prepis gena za protein gp7. Tri ure po nacepitvi ali ko je optična gostota 
(OD) pri valovni dolžini 595 nm dosegla 0,5–0,6, smo dodali MMC do končne koncentracije 
0,1 μg/mL, s čimer smo sprožili poškodbe DNA, kar sproži litični cikel bakteriofaga; tako 
smo lahko opazovali njegovo interakcijo z bakterijo. Meritve OD595 smo opravljali ob času 
0, ko smo tik pred dodatkom MMC, in nato na 30–60 minut.  
3.2.4 Preverjanje titra bakteriofagov  
 
Gojenim sevom smo 3 ure po dodatku MMC odvzeli 1 mL kulture, jo 5 min centrifugirali 
pri sobni temperaturi in 5000 × g ter nato filtrirali skozi filter s porami velikosti 0,22 µm. 
Tako smo dobili raztopino fagov. 0,1 mL seva HER1410 v logaritemski fazi smo dodali 
5 mL 0,4-odstotnemu LB agarju in razlili po topli plošči trdnega gojišča LB. Nato smo nanj 
nakapljali po 10 µL pripravljenih bakteriofagov (neredčenih bakteriofagov, oziroma 
redčenih 10-1 do 10-5) in kot kontrolo LB gojišče z MMC. Plošče smo inkubirali nekaj dni 
pri 30 °C in nato pogledali za plaki, ki so se pojavili na ploščah. 
3.2.5 Bioinformatska analiza plazmida pBtic235 
 
Da pravilno uvrstimo nov bakteriofag v katerega izmed taksonov, ga je potrebno 
vizualizirati, poznati vse mogoče gostitelje, razumeti življenjski cikel, poznati dolžino 
genoma, razmerje baznih parov GC, število odprtih bralnih okvirov itd. Vseh teh parametrov 
žal ni bilo mogoče preveriti v časovnem obdobju ene magistrske naloge, zato smo zaporedje 
plazmida pBtic235 z dostopno kodo CP051859.1 (Bolotin in sod., 2020) in CP003765 (Gillis 
in sod. 2016) naložili v spletno orodje PHASTER (Arndt in sod., 2016), ki omogoča hitro 
identifikacijo in anotacijo profagnih zaporedij znotraj bakterijskih genomov in plazmidov.  
PHASTER določi regije, ki bi lahko potencialno predstavljale samostojen bakteriofag. 
Vsaka regija dobi rezultat verjetnosti glede na podobnost kodirajočih zaporedij z že 
anotiranimi zaporedji znanih bakteriofagov. Na podlagi podobnosti med homolognimi 
proteini in kodirajočimi zaporedji v obravnavanem zaporedju po treh različnih metodah 
PHASTER izračuna rezultat, ki določa, ali je regija označena kot: (i) zagotovo genom 
bakteriofaga, (ii) majhna verjetnost, da zaporedje predstavlja genom bakteriofaga, ali (iii) 
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zaporedje predstavlja nepopolni genom bakteriofaga. Prva metoda označi regije, ki imajo 
100 % kodirajočih zaporedij enakih z že anotiranim bakteriofagnim kodirajočim zaporedjem 
v podatkovni zbirki GenBank – te pridobijo rezultat 150. Druga in tretja metoda se primerjata 
med seboj in tista, ki pride do višjega rezultata, je upoštevana. Druga metoda deluje na 
principu izračuna odstotkov podobnih kodirajočih zaporedij našega zaporedja in zaporedij v 
podatkovni bazi genomov virusov, hkrati izračuna odstotek števila podobnih proteinov 
našega zaporedja in proteinov v podatkovni bazi in upošteva dolžino faga. Tretja metoda 
sešteva različne parametre: ali je katerikoli izmed proteinov v regiji homologen fagnim 
proteinom, ali je dolžina regije daljša kot 30 kbp, ali je v regiji vsaj 40 proteinov in ali je 
odstotek proteinov fagnih ali potencialnih več kot 70. Rezultat pridobi 10 točk za vsakega 
izmed teh razlogov. Če je rezultat višji od 90, je regija označena kot popolna, za rezultate 
med 90 in 70 je regija vprašljiva, regije, ki dosežejo manj kot 70 točk, pa so označene kot 
nepopolne.  
Po analizi z algoritmom PHASTER smo za vsako predvideno regijo genoma bakteriofaga z 
algoritmom Blastp preverili anotacije proteinov. Na strežniku NCBI smo z uporabo zbirke 
Taxonomy pridobili kladogram, ki prikaže evolucijske odnose med bakteriofagi, ki imajo 
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4 REZULTATI  
 
4.1 PREVERJANJE AKTIVNOSTI PROTITELES V SERUMIH PROTI PROTEINOM 
gp6, gp7 BAKTERIOFAGA GIL01 ALI LexA BAKTERIJE Bacillus thuringiensis  
 
4.1.1 Točkovni odtis za preverbo aktivnosti protiteles proti proteinom gp6, gp7 
bakteriofaga GIL01 ali proti proteinu LexA bakterije Bacillus thuringiensis 
 
Preverili smo specifičnost vezave poliklonskih protiteles proti malim proteinom gp6, gp7 
bakteriofaga GIL01 ali proti proteinu LexA bakterije B. thiringiensis v različnih 
koncentracijah seruma. Serum je bil pridobljen z imunizacijo miši s proteinom gp6, gp7 ali 
LexA B. thuringiensis. Aktivnost LexA protiteles smo preverili tudi proti proteinu LexA 
bakterije Streptococcus aureus (preglednica 13).  
Preglednica 13: Proteini, uporabljeni za prenos western, in njihove koncentracije. 
Protein Koncentracija proteina (mg/mL) 
Gp6 0,19  
Gp7 1,55 ali 3,1  
Gp7 rezan – brez His repa  3,157  
LexA BT  2,56  
LexA SA 0,35  
 
Iz rezultatov (slika 4) je razvidno, da se serum A, pridobljen po imunizaciji miši z gp6, veže 
v obeh koncentracijah s proteinom gp6, vendar vseeno tudi s proteinom LexA B. 
thuringiensis. Protitelesa v serumu A, pridobljenem po imunizaciji miši s proteinom gp7, se 
vežejo zgolj s proteinom gp7 z afinitietno oznako, v največji koncentraciji in to šibko. 
Protitelesa v serumu A, pridobljena po imunizaciji miši z LexA, se vežejo zgolj s proteinom 
LexA v obeh koncentracijah in ne interagirajo s proteinom gp7 (slika 4). 
Analiza aktivnosti serumov serije B, pridobljenih iz krvi mišk po ojačevalnemu odmerku z 
izbranim proteinom, je pokazala, da se nobeno protitelo ni vezalo na analizirane proteine 
kljub optimizaciji detekcije z dodatkom 120 μL peroksida k peroksidaznemu substratu po 
10 min razvijanja (slika 5).  
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Slika 4: Analiza aktivnosti različnih koncentracij protiteles v redčitvah serumov A proti proteinom gp6, gp7 
ali LexA. V legendi desno so prikazani nanosi uporabljenih proteinov in koncentracij serumov v vdolbinah. 
Modra obarvanost je dokaz za interakcijo proteiteles v serumu z izbranim rekombinantnim proteinom. 
Uporabili smo koncentracije proteinov: gp6 0,19 mg/mL, gp7 1,55 mg/mL, gp7 brez histidinske afinitetne 
značke, 3,157 mg/mL in LexA 2,56 mg/ml. 
 
Slika 5: Analiza aktivnosti različnih koncentracij protiteles v redčitvah serumov serije B proti proteinom gp6, 
gp7 ali LexA. V legendi desno so prikazani nanosi uporabljenih proteinov in koncentracij serumov v vdolbinah. 
Modra obarvanost je dokaz za interkacijo protiteles v serumu z izbranim rekombinantnim proteinom. Uporabili 
smo koncentracije proteinov: gp6 0,19 mg/mL, gp7 3,1 mg/mL, gp7 brez histidinske afinitetne značke, 3,157 
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4.1.2 Prenos western proteinov gp6, gp7 in LexA ter analiza specifičnosti protiteles v 
serumih serij A in B 
 
Za analizo specifičnosti protiteles v serumih smo uporabili tudi analizo aktivnosti protiteles 
v serumih s predhodno ločbo proteinov z SDS-PAGE, prenosom na membrano in detekcijo 
proteinov na membrani. Vsak protein smo v duplikatu nanesli na dva gela SDS-PAGE, po 
končani elektroforezi smo na enem gelu preverili nahajanje proteina z barvanjem s 
Coomassie »SimplySafe Blue Stain« (slika 6). Drugi gel smo prenesli na PVDF membrano 
in izvedli detekcijo protiteles v serumih. Uporabili smo serum serije A, paralelko izolacije 
A in serum B (slike 6–9). Uporabili smo enake izolate rekombinantnih proteinov v enakih 
koncentracijah kot pri točkovnem odtisu (Preglednica 13). 
 
Slika 6: Ločba izoliranih rekombinantnih proteinov gp6, gp7 in LexA s SDS-PAGE, barvanim s »SimplySafe 
Blue Stain«. V 1., 4., 5. in 6. jamici je nanešena proteinska lestvica »PageRulerTM Plus Prestained Protein 
Ladder, 10 to 180 kDa«. V 2. jamico je nanešen protein gp6 v velikosti ~9,3 kDa, v 5. jamici protein gp7, ki je 
velik ~7,4 kDa. Proteina LexA bakterij B. thuringiensis (LexA BT) in S. aureus (LexA SA) sta velika ~25 kDa, 
kar vidimo tudi na gelu v jamicah 8. in 9. V jamico 3 se je razlila lestvica iz jamice 4. Opazno je, da so poleg 
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Slika 7: Prenos western s serumi serije A proti proteinom LexA. V 1. jamici je lestvica »PageRulerTM Plus 
Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa«, v 2. jamici rekombinantni protein LexA bakterije B. thuringiensis 
in v 3. rekombinantni LexA bakterije S. aureus. Serum A, pridobljen z imunizacijo miši s proteinom LexA, 
smo redčili v razmerju 1 : 100 s pufrom TBST, pripravljen je bil z imunizacijo s proteinom LexA BT, vendar 
pride do vezave tudi na LexA SA. Hkrati vidimo, da se protein in njegove C- oz. N-terminalne domene vlečejo 
preko membrane, ki so velike okoli 15 kDa. Do tega pride, ker protein LexA med shranjevanjem pri –20 °C 
čez čas razpada na N- in C-terminalno domeno.  
Da bi natančneje preverili učinkovitost serumov proti proteinoma gp6 in gp7, smo z SDS-
PAGE ločili rekombinantna proteina gp6 in gp7. Na gel smo ju nanesli trikrat, da smo 
preverili različni seriji serumov A in B. Na gel SDS-PAGE smo v jamice nanesli 4,275 mg 
proteina gp6 (Preglednica 13) in po prenosu na PVDF membrano inkubirali z 1 ml seruma 
v redčitvah seruma A 1 : 50, ponovitev seruma A 1 : 50 in serum B 1 : 100 (slika 8). Analiza 
s prensom western nakazuje, da protitelesa iz seruma A interagirajo s proteinom gp6, a 
predvidoma z oligomeri tega proteina ali s proteinskimi nečistočami, pridbljenimi tekom 
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Slika 8: Anliza interakcije proteina gp6 s histidinskeim repom s protitelesi serumov s prenosom western. V 1. 
jamici vsake membrane je nanešena proteinska lestvica »PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 
180 kDa«, v 2. jamici pa protein gp6 v veliksoti ~9,3 kDa. V 3. jamicah vidimo zgolj lise proteinskih nečistoč, 
ki so prehajale iz 2. jamice. Vidimo, da protitelesa v serumu interagirajo predvsem s proteini molekulskih mas, 
večjih od ~25 kDa. V liniji A smo uporabili serum A, nato sledi ponovitev A, v liniji B pa smo uporabili serum 
B.  
Na gel SDS-PAGE smo v tri jamice nanesli po 6,2 mg proteina gp7, ki mu nismo odstranili 
histidinskega repa (preglednica 13), po prenosu na PVDF smo membrano inkubirali z 1 ml 
seruma v redčitvah: serum A 1 : 83, ponovitev seruma A 1 : 167 in serum B 1 : 62 (slika 9). 
S serumi smo uspeli detektirati protein gp7 s histidinskim repom.  
 
Slika 9: Western blot proteina gp7 s histidinskim repom s protitelesi v serumih. V 1. jamici vsake membrane 
je nanešena proteinska lestvica »PageRuler TM Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa«, v 2. jamici je 
protein gp7 v velikoti ~7,4 kDa. Vezava protiteles je uspešno potekala pri vseh treh serijah serumov. V liniji 
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Za lažji pregled vseh rezultatov točkovnega odtisa in prenosov western je povzetek 
rezultatov prikazan v preglednici 14.  
Preglednica 14: Učinkovitost protiteles v serumih serije A in B.  
Serumi s protitelesi, 
pridobljenimi z 






LexA BT  LexA SA 
DB 
gp6 
✓  x   ✓   
gp7 x ✓ x x   
LexA   x x ✓ x 
WB 
gp6 x         
gp7   ✓     
LexA        ✓ ✓  
 
Legenda: prazno – ni podatka, x – ni vezave, ✓ – potrjena interakcija med protitelesi in očiščenim 
rekombinantnim proteinom, WB – prenos western (angl. western blot), DB – točkovni odtis (angl. dot blot). 
Razen tam, kjer je označeno, so imeli vsi proteini afinitetno značko iz šestih aminokislinskih ostankov histidin. 
 
4.2 PREVERJANJE VPLIVA PROTEINOV gp7 BAKTERIOFAGA GIL01 IN LexA 
BAKTERIJE Bacillus thuringiensis NA URAVNAVANJE ŽIVLJENJSKEGA 
CIKLA BAKTERIOFAGA, ZAPISANEGA NA pBtic235 
 
Zanimalo nas je, kakšen vpliv imata proteina LexA bakterije B. thuringiensis in gp7 
bakteriofaga GIL01 na uravnavanje življenjskega cikla bakteriofaga, zapisanega na 
plazmidu pBtic235. Znano je, da protein gp7 ojača vezavo LexA na DNA (Cavaney in sod., 
2019). Z bioinformatskimi metodami je mlada raziskovalka Anja Pavlin v genomu 
bakteriofaga na pBtic235 našla teoretično vezavno mesto za LexA. Želeli smo preveriti, ali 
je molekula LexA nujno potrebna za vzdrževanje lizogenega cikla, kot je to znano pri GIL01. 
Zato smo preverili tudi, kako se pBtic235 obnaša v sevu, kjer je LexA nezmožen 
samoinakcitvacije. V tem primeru, če je torej LexA odgovoren za vzdrževanje lizogenega 
cikla, bi videli, da fag ne more vstopiti v litični cikel – saj se LexA ne more razcepiti in 
ostane vezan na promotorsko regijo in inhibira litični cikel. V ta namen smo uporabili 
različne seve, ki smo jih precepili iz trajnih kultur in namnožili do začetka eksponentne faze, 
nato pa jim dodali mitomicin C (MMC), antibiotik, ki povzroča navzkrižno povezovanje 
(angl. cross-linking) DNA. Mitomicin N-alikilira dva gvanina v DNA in ju s tem poveže, 
kar se odvija na specifičnih zaporedjih 5'-CpG-3' (Li in Khon, 1991). Poškodbe DNA 
sprožijo litični cikel mnogih bakteriofagov, prav tako so lizogene bakterije bolj občutljive 
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4.2.1 Analiza vpliva koncentracije mitomicina C na sprožitev litičnega cikla 
bakteriofaga GIL01 in bakteriofaga, zapisanega na pBtic35 
 
Sev BT GIL01 je lizogeni sev B. thuringignsis za bakteriofag GIL01 in pBtic235, BT je sev 
B. thuringiensis, ki so mu bile ostranjene vse zunajkromosomske molekule razen krožnega 
plazmida pBtic235, na katerem se nahaja zapis za slabo raziskani bakteriofag. Zanimalo nas 
je, kako različne koncentracije MMC vplivajo na vstop bakteriofagov GIL01 in bakteriofaga, 
zapisanega na pBtic235, v litični cikel. Rezultati, prikazani na sliki 10, nakazujejo, da 
bakteriofag GIL01 po poškodbi DNA (neodvisno od uporabljene koncentracije MMC) 
vstopi v litični cikel pred bakteriofagom, zapisanim na pBtic235, ki pri testiranih pogojih 
najverjetneje ne vstopi v litični cikel pred 100. min po dodatku MMC. 
 
Slika 10: Rastne krivulje seva BT in BT GIL01 z dodanimi različnimi koncentracijami MMC. Optično gostoto, 
ki odseva rast sevov, smo merili pri 595 nm. Prikazana sta seva BT GIL01 z začetno koncentracijo 50 ng/mL 
ali BT z začetno koncentracijo 100 ng/mL in z 10 %, 30 %, 100 % in 300 % zvečanimi koncentracijami MMC. 
Na grafu je v točki 0 prikazan čas dodatka MMC. BT GIL01 vsebuje bakteriofag GIL01, ki je v litični cikel 
vstopil 1 h po dodatku MMC, medtem ko sev BT, ki vsebuje zgolj bakteriofag pBtic235, ne lizira, saj ni prišlo 
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4.2.2 Analiza vpliva proteina gp7 bakteriofaga GIL01 na vstop bakteriofaga, 
zapisanega na pBtic235 v litični cikel  
 
Sev BTp je sev B. thuringiensis, ki so mu bile odstranjene vse zunajkromosomske molekule 
razen plazmida pBtic235, v sev je bil s transformacijo vnesen plazmid pDG148. Sev BTgp7 
poleg pBtic235 vključuje še plazmid pDG148 z ORF7 (pDGgp7), ki kodira za protein gp7. 
Namen tega poskusa je bil preveriti, ali protein gp7 vpliva na indukcijo bakteriofaga, 
zapisanega na pBtic235 (slika 11).  
Rastna krivulja sevov BTp ali BTgp7 brez dodatka MMC nakazuje na normalno rast 
bakterijskih kultur. Iz tega skepamo, da bakteriofag, zapisan na pBtic235, ne vstopi v litični 
cikel. Pri sevu BTp z dodanim MMC opazimo, da je bakteriofag pBtic235 začel z 
vstopanjem v litični cikel nekje po 1 h od dodatka MMC, rast se je zaustavila, saj je prišlo 
do lize bakterij zaradi nastanka novih virionov, naklon krivulje pa ni tako strm kot pri BT 
GIL01 (slika 10), saj se fag najverjetneje počasneje sprošča iz bakterije. Rezultati 
nakazujejo, da protein gp7 inhibira tudi litični cikel faga, kodiranega na pBtic235, prav tako, 
kot je to že znano pri fagu GIL01 (slika 11). Ob dodatku MMC sev BTgp7 s pBtic235 
kasneje vstopi v litični cikel (po 2–3 h), kot sev BTp, ki ni zmožen sinteze gp7. 
 
Slika 11: Rastne krivulje sevov BTp in BTgp7 brez dodanega MMC ali z njim. Vsem sevom je bil 1 h po 
inokulaciji dodan IPTG do končne koncentracije 0,1 mM, ki sproži sintezo proteina gp7 iz plazmida pDGgp7. 
Mitomicin C do končne koncentracije 0,1 μg/mL je bil dodan v logaritemski fazi pribl. 3 h po inokulaciji iz 
prekonočne kulture, kar na grafu predstavlja točko 0. Krivulja prikazuje povprečno vrednost dveh bioloških 
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4.2.3 Vpliv proteina LexA na uravavanje življenjskega cikla bakteriofaga, 
zapisanega na pBtic235  
 
Sev BT mutLexA ima na genomu gen za mutirani protein LexA, ki je nezmožen 
samoinaktivacije. Protein LexA z mutacijo tako onemogoča sprožitev odziva SOS. Zaradi 
tega se geni, ki so nadzorovani z LexA, ob poškodbi genomske DNA ne morejo izražati. Pri 
sevu BT mutLexA tako predvidevamo, da se ob dodatku MMC litični cikel bakteriofaga, 
zapisanega na plazmidu pBtic235, ne bo sprožil, če je LexA odgovoren za nadzorovanje 
lizogenega cikla tega faga.  
Rastni krivulji seva BT mutLexA s pBtic235 nakazujeta na vlogo proteina LexA pri 
uravnavanju bakteriofaga, zapisanega na pBtic235, saj ob dodatku 0,1 μg/mL MMC ali brez 
njega opazimo podobno rastno krivuljo za testirana seva (slika 12). Sprožitve litičnega cikla 
bakteriofaga pBtic235 ne opazimo. Tudi po 21 h od dodatka MMC seva rasteta primerljivo, 
uporabljena koncentracija MMC je nizka in kljub okvarjenemu LexA in nedelujočemu 
odzivu SOS ni sprožila letalnih poškodb za bakterijo.  
  
Slika 12: Rastne krivulje seva BT mutLexA brez dodanega MMC z ali njim. Mitomicin C do končne 
koncentracije 0,1 μg/mL je bil dodan v logaritemski fazi pribl. 3 h po inokulaciji iz prekonočne kulture, kar na 
grafu predstavlja točko 0. Rast sevov smo merili pri 595 nm. Krivulja predstavlja povprečno vrednost treh 
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4.2.4 Primerjava rastnih krivulj med sevi BT, BTp, BT mutLexA in BT mutLexA gp7  
 
Na biološke ponovitve lahko vplivajo pogoji rasti. Zastavili smo poskus, ki bi nam omogočil 
boljšo primerjavo rezultatov, prikazanih na slikah 10–12. Vsak sev smo hkrati gojili v štirih 
erlenmajericah v štirih bioloških ponovitvah, vsem je bil dodan IPTG 1 h po inokulaciji do 
končne koncetracije 0,1 mM in dvema ponovitvama 3 h po inokulaciji MMC do končne 
koncentracije 0,1 μg/mL.  
V sevih BT in BTp MMC sproži lizo celic ~100 min po dodatku tega genotoksičnega agensa. 
Liza celic nakazuje, da je prišlo do sprožitve litičnega cikla faga, zapisanega na pBtic235 
(slika 13). Pri sevu BT mutLexA ne pride do sprožitve litičnega cikla pBtic235. Sev BT 
mutLexA gp7 ima necepljiv LexA, hkrati pa dodan plazmid pDG148 z vstavljenim ORF7, 
ki ima zapis za protein gp7. V primerjavi z ostalimi sevi bakterij, v kolikor v bakteriji B. 
thuringiensis sprožimo sintezo gp7, bakterijska kultura raste počasneje, a doseže višjo 
gostoto celic po daljšem času. Dodatek MMC temu sevu zavre rast bakterij, kar nakazuje na 
dejstvo, da gp7 zveča občutljivost bakterij na stres.  
 
Slika 13: Rast sevov B. thuringiensis z intaktnim ali mutiranim LexA s sproženo sintezo gp7 ali brez nje, z 
dodanim MMC ali brez njega. Vsaka krivulja predstavlja povprečje dveh ponovitev, prikazano s standardno 
deviacijo. Rast kultur smo merili pri 595 nm. Vsi sevi vključujejo plazmid pBtic235. BT predstavlja sev B. 
thuringiensis s plazmidom pBtic235, vendar očiščen vseh ostalih plazmidov in bakteriofagov, BT mutLexA je 
sev z necepljivim proteinom LexA in praznim plazmidom pDG148, BT mutLexA gp7 je sev z necepljivim 
LexA in z plazmidom pDG148, na katerem se pod IPTG inducibilnim promotorjem nahaja zapis za protein 
gp7, sev BTp pa predstavlja sev BT z dodanim plazmidom pDG148. Vsem sevom je bil 1 h po inokulaciji 
dodan IPTG do kočne koncentracije 0,1 mM, ki sproži sintezo proteina gp7 iz plazmida pDG148. Mitomicin 
C do končne koncentracije 0,1 μg/mL je bil dodan v logaritemski fazi pribl. 3 h po inokulaciji iz prekonočne 
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4.3 ANALIZA TITRA BAKTERIOFAGA, ZAPISANEGA NA pBtic235  
 
Da bi preverili, ali se bakteriofag, zapisan na pBtic235, sintetizira in izloči iz različnih sevov 
B. thuringiensis, smo izrabljeno in prefiltrirano gojišče, za katerega smo predvidevali, da 
vsebuje fage nakapljali na plošče z indikatorskim sevom HER1410. Opazili smo 10-krat 
večjo koncentracijo fagov v sevu z intaktnim LexA v primerjavi s sevom s proteinom LexA, 
nezmožnim samoinaktivacije, a to je lahko tudi zaradi višje optične gostote, do katere je 
zrasel sev z intaktnim LexA. Spodaj prikazani testi nakazujejo, da je bil plazmid pBtic235 
prisoten v sevih bakterij.  
 
Slika 14: Analiza prisotnosti faga, zapisanega na pBtic235, v izrabljenih gojiščih sevov BT mutLexA in BT 
mutLexA gp7. BT mutLexA predstavlja sev B. thuringiesis z necepljivim proteinom LexA in praznim 
plazmidom pDG148, BT mutLexA gp7 je isti sev z dodanim plazmidom pDG148, na katerem se pod IPTG 
inducibilnim promotorjem nahaja zapis za protein gp7. Mitomicin C je bil sevom dodan do končne 
koncentracije 0,1 μg/mL v logaritemski fazi pribl. 3 h po inokulaciji iz prekonočne kulture. Plaki so vidni na 
vseh ploščah samo v primeru neredčenega izrabljenega gojišča sevov in to neodvisno od dodatka MMC. 
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Slika 15: Analiza prisotnosti faga, zapisanega na pBtic235, v izrabljenem gojišču seva BT in BTp. Sev BTp je 
sev B. thuringiesis z dodanim plazmidom pDG148, hkrati pa vsebuje tudi plazmid pBtic235. Sev BT je sev B. 
thuringiesis brez plazmidov in bakteriofagov z izjemo pBtic235. Mitomicin C je bil sevom dodan do končne 
koncentracije 0,1 μg/mL v logaritemski fazi rasti pribl. 3 h po inokulaciji iz prekonočne kulture. Vidimo, da so 
do redčitve 10-3 vidni plaki na plošči fagnega lizata seva BTp z dodanim MMC. Sklepamo lahko, da se je 
bakteriofag uspešneje izločil iz seva BTp, ki ima LexA, zmožen samoinaktivacije in s tem odstranitve iz 
promotorskega mesta. Do čistin izrabljenega gojišča seva BT je prišlo zgolj pri neredčeni raztopini 
bakteriofagov.  
Prisotnost plazmida pBtic235 z zapisom za bakteriofag smo v uporabljenem sevu potrdili 
tudi z verižno reakcijo s polimerazo, v kateri smo uporabili začetne oligonukleotide 
(preglednica 4), ki jih je pripravila mlada raziskovalka Anja Pavlin. Par začetnih 
oligonukleotidov pBtic235_Lam ima komplementarna zaporedja na plazmidu pBtic235 
(slika 16). Pomnožili smo odsek v predvideni dolžini 526 bp, ta ustreza delu proteina, ki 
vsebuje domeno, zmožno vezave ogljikovih hidratov (angl. carbohydrate binding domain-
containing protein). Par začetnih oligonukleotidov gp6_forward in gp7_reverse potrjujeta 
prisotnost bakteriofaga GIL01, saj se vežeta na komplementarno zaporedje proteinov gp6 in 
gp7, ki si na genomu sledita. Pomnožek med njima ustreza velikosti 350 bp (rezultat ni 
prikazan). Pomnožke verižne reakcije s polimerazo smo ločili z agarozno gelsko 
elektroforezo in jih barvali z etidijevim bromidom. Produkte smo vizualizirali z apraratom 
Syngene G:BOX (slika 16).  
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Slika 16: Rezultat verižne reakcije s polimerazo s paroma začetnih oligonukleotidov pBtic235_Lam. V prvi in 
zadnji jamici gelov je vidna lestvica »GeneRuler 1 kb DNA Ladder«. Nad posameznimi jamicami je zapisan 
sev, katerega nekaj kolonij je bilo uporabljenih v reakciji. Pomnožek v velikosti ~526 bp je dokaz za 
pomnoženi del plazmida pBtic235. Rezultati nakazujejo, da se plazmid pBtic235 nahaja v sevu BT mutLexA 
in BT GIL01.  
 
4.4 BIOINFORMATSKA ANALIZA BAKTERIOFAGA, ZAPISANEGA NA 
PLAZMIDU pBtic235 
 
Plazmidno zaporedje pBtic235 z dostopno številko CP003765 (Gillis in sod., 2016) in 
CP051859.1 (Bolotin in sod., 2020) smo analizirali s spletnim orodjem PHASTER, ki je 
zmožno poiskati profagne regije znotraj bakterijskih in plazmidnih zaporedij. Zaporedji sta 
identični, vendar imata drugačen začetni nukleotid. Znotraj plazmida pBtic235 smo našli tri 
potencialne bakteriofagne regije, dve izmed regij sta nepopolni in ena vprašljiva. Zanimivo 
je, da je PHASTER določil različne podobne fage enemu ali drugemu zaporedju. Zaporedje 
CP003765 ima 3 regije, od katerih je ena podobna virusu G, druga regija je podobna fagu 
0305phi8-36 in tretja fagu CP-51, vsi trije bakteriofagi inficirajo bakterije skupine Bacillus. 
Pri zaporedju CP051859.1 je algoritem orodja PHASTER določil, da sta prva in druga regija 
podobni fagu G in tretja fagu Eldridge, oba prav tako inficirata bakterije skupine Bacillus. 
Vsi omenjeni fagi spadajo v red Caudovirales. Za podrobnejšo analizo smo izbrali zaporedje 
CP051859.1 (Bolotin in sod., 2020).  
Regija 1 vsebuje 20 proviridnih odprtih bralnih okvirov, od tega sta bila najdena dva, ki sta 
podobna proteinoma kapside bakteriofaga Deep Blue bakterije Bacillus cereus in profaga 
Mandera bakterije Stenotrophomonas maltophilia, obe bakteriji sta človeška patogena. 
Regija 1 je označena kot nepopolna in poleg dveh anotiranih proteinov kapside vsebuje še 4 
potencialne fagne proteine in 14 hipotetičnih proteinov.  
Regija 3, ki je prav tako označena kot nepopolna, vsebuje 11 proviridnih odprtih bralnih 
okvirov. Eden izmed odprtih bralnih okvirjev je homologen proteazi profaga Eldridge 
(preglednica 15, slika 17), ki ga najdemo v različnih bakterijah skupine Bacillus. Od ostalih 
kodirajočih zaporedij so tri označena kot fagnim proteinom podobna zaporedja, šest je 
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hipotetičnih proteinov in eno attL (angl. attachment site left) mesto vezave specifične 
rekombinaze na levi strani specifičnega zaporedja.  
Regija 2 je največja in obsega 56 365 bp ter vsebuje kar 69 proviridnih odprtih bralnih 
okvirov. Izmed teh je eno zaporedje podobno zaporedju proteina kapside faga Deep Blue, 
dve kodirajoči zaporedji sta podobni zaporedjem proteinoma glave kapside bakteriofagov 
SlinJah, ki se nahaja v skupini Bacillus in Andromedy, ki ga najdemo v bakterijah rodu 
Streptomyces. Dve kodirajoči zaporedji sta podobni zaporedjem proteina repa bakteriofaga 
vB_CsaP_009, ki ga najdemo v rodu bakterij Cronobacter. Ima še 12 fagnim proteinom 
podobnih kodirajočih zaporedij, ostala pa predstavljajo zgolj hipotetične proteine.  
Preglednica 15: Kodirajoča zaporedja plazmida pBtic235, ki so podobna zaporedjem proteinom, ki 
določajo morfologijo bakteriofagov. 
Kodirajoča 
regija  
Podoben protein in njegova funkcija  E-vrednost  Bakteriofag homolognega 
proteina  
102510..102839 Timidilat sintaza; encim, ki katalizira 
pretvorbo deoksiuridil monofosfata v 
deokisitimidin monofosfat 
2,18 × 10-24 Eldridge 
105971..107494 Oblikuje osrednje cilindrično mesto 
bazalne plošče in ima pomembno vlogo 
pri sestavljanju bazalne plošče in repa 
faga 
3,90 × 10-54 Sinorhizobuim virus M7 
165594..166673 Protein, ki stabilizra obliko glave kapside  0 Bacillus fag Deep Blue 
177299..178084 Proteaza za dozorevanje kapside (capsid 
maturation protease)  
8,72 × 10-13 Bacillus fag Moonbeam 
195512..195835 Protein bazalne plošče  1,08 × 10-26 Bacillus fag Deep Blue 
206557..207522 Protein, ki sodeluje v morfogenezi 
kapside 
3,00 × 10-69 Bacillus fag SalinJah 
211589..212191 Protein na koncu repa  2,65 × 10-15  
Cronobacter fag vB_CsaP_009 
212557..213306 Protein repa  5,73 × 10-13  
Cronobacter fag vB_CsaP_009 
214416..215141 Kapsidna proteaza 4,76 × 10-20 Streptomyces fag Annadreamy 
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Slika 17: Kladogram bakteriofagov, katerih proteini so podobni proteinom, ki vplivajo na morfologijo 
bakteriofaga, zapisanega na plazmidu pBtic235, in bakteriofagov, ki so bili podobni regijam na zaporedju 
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5 RAZPRAVA  
 
5.1 PREVERJANJE AKTIVNOSTI PROTITELES V RAZLIČNIH SERUMIH, 
SPECIFIČNIH PROTI PROTEINOM gp6, gp7 ALI LexA BAKTERIJ Bacillus 
thuringiensis IN Staphylococcus aureus 
 
Da bi lahko uporabili protitelesa in prenos western za detekcijo nivoja proteinov ob različnih 
točkah v času življenjskega cikla bakteriofagov GIL01 in pBtic235 v bakteriji Bacillus 
thuringiensis, smo želeli preveriti serume protiteles, pridobljenih po imunizaciji miši z 
bakteriofagnima proteinoma gp6 in gp7 ter bakterijskim proteinom LexA iz B. thuringiensis. 
Protitelesa v serumu serije A, ki so bila pridobljena po prvem odmerku proteina, so se vezala 
specifično na protein LexA iz bakterije B. thuringiensis, kar je razvidno iz točkovnega odtisa 
(slika 4), hkrati pa se vežejo tudi na protein LexA bakterije S. aureus (slika 7). Rezultati 
nakazujejo na podobno strukturo proteina LexA v teh dveh bakterijskih vrstah, kar potrjuje 
dejstvo, da protein gp7 na enak način interagira s proteinoma LexA iz obeh vrst (Cavaney 
in sod., 2019).  
Protitelesa proti proteinu gp6 seruma serije A so se ob uporabi točkovnega odtisa vezala na 
proteina gp6 in LexA (slika 4). Ko smo protein gp6 nanesli na SDS-PAGE, smo ugotovili, 
da se protitelesa serije A vežejo z nekaterimi drugimi proteini ali z oligomeri samega gp6, 
protitelesa v seriji B pa se vežejo na proteinske nečistoče v velikosti ~25 kDa (slika 8). Po 
kasnejših izolacijah proteinov smo ugotovili, da se protein gp6 z Ni-NTA agaroznimi 
kroglicami izolira izjemno nespecifično, do česar pride zaradi nizke produkcije proteina in 
kot posledica uporabe seva E. coli BL21. Kadar je produkcija proteina slaba ali/in uporabimo 
preveč Ni-NTA agarozne stacionarne faze, se na to fazo v večji koncentraciji vežejo tudi 
nespecifični proteini iz lizata bakterije, zato verjamemo, da protitelesa v serumu serij A ali 
B proti gp6 niso specifična.  
Opazili smo aktivnost seruma, pridobljenega ob imunizaciji miši s proteinom gp6, proti 
proteinu LexA bakterije B. thuringiensis (slika 4), kar še dodatno potrjuje nizko specifičnost 
protiteles v serumu. Poleg tega smo pričakovali šibko navzkrižno reaktivnost, saj sta proteina 
gp6 in LexA homologna in posredujeta 44-odstotno identičnost zaporedja v DNA vezavni 
regiji (Fornelos in sod. 2018). Z uporabo bioinformatskih orodij so superpozicionirali model 
gp6 in strukturo proteina LexA (slika 18) ter pri tem ugotovili, da ima tudi gp6 predvidoma 
enak motiv vijačnica–zavoj–vijačnica s tremi α-vijačnicami, ki jim sledi 14 aminokislinskih 
ostankov na C-terminalnem koncu, ki se zvije v dve β-ploskvi (Fornelos in sod., 2018). To 
bi lahko pojasnilo nespecifičnost vezave protiteles na LexA in gp6. 
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Slika 18: Prikaz tridimenzionalne strukture modela gp6 (prikazano z rdečo barvo), superpozicioniranega na 
kristalno strukturo represorja LexA E. coli (prikazano z modro barvo) v kompleksu z DNA (sivo). Črtkane 
črtice prikazujejo fleksibilno povezovalno regijo, kjer kristalna struktura ni bila razrešena (povzeto po Fornelos 
in sod., 2018). 
Protitelesa seruma serije A proti gp7 se šibko vežejo na protein gp7, vendar vezava ni vidna 
na protein gp7, ki smo mu odstranili histidinski rep (slika 4). Serija B, pridobljena po 
obnovitvenem odmerku proteina, je na točkovnem odtisu delovala, kot da ta vzorec seruma 
ne vsebuje protiteles, ki bi se vezala na kateregakoli izmed testiranih proteinov (slika 5). Da 
bi zagotovo preverili specifičnost protiteles, smo izvedli prenos western. Protitelesa so se 
izkazala za specifična proti gp7, ki ima histidinski rep (slika 9) in nespecifična do gp7 z 
odcepljeno afinitetno oznako (slika 4). Iz tega sklepamo, da so protitelesa specifična do 
histidinskega repa in ne do samega proteina gp7. Mali proteini (peptidi) pogosto niso dovolj 
imunogeni, njihovi epitopi ne sprožijo dovolj močnega imunskega odziva, kar bi pojasnilo, 
zakaj nismo pridobili uporabnih protiteles proti proteinoma gp6 in gp7. Za boljši rezultat bi 
morali gp7 in gp6 sklopiti z večjim proteinom, ki bi zagotavljal boljši imunski odgovor miši 
(Antigeni, 2021).  
Hipotezo, da protitelesa v serumih, pridobljenih iz miši, imuniziranih s proteinom gp6 ali 
gp7 bakteriofaga GIL01 ali LexA bakterije B. thuringiensis, izkazujejo aktivnost proti 
proteinom, uporabljenim za imunizacijo lahko ovržemo. Protitelesa so se vezala specifično 
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5.2 PREVERJANJE VPLIVA PROTEINOV gp7 BAKTERIOFAGA GIL01 IN LexA 
BAKTERIJE Bacillus thuringiensis NA URAVNAVANJE ŽIVLJENJSKEGA 
CIKLA BAKTERIOFAGA, ZAPISANEGA NA pBtic235 
 
Protein gp7 bakteriofaga GIL01 lahko vpliva na konformacijo nevezanega LexA v celici. 
Protein gp7 ob vezavi na represor LexA, le tega usmeri v DNA vezavno konformacijo, kar 
vpliva na povečanje afinitete LexA do tarčnih DNA zaporedij in s tem učinkovitejšega 
utišanja odziva SOS tudi ob nastali poškodbi DNA v celici (Caveney in sod., 2019). Protein 
gp7 v kompleksu z LexA deluje kot represor litičnega cikla bakteriofaga GIL01 in je nujen 
za vzpostavitev lizogenije (Fornelos in sod., 2015). Zanimalo nas je, kakšen vpliv bi lahko 
imela ta dva proteina na slabo opisani bakteriofag na plazmidu pBtic235. Z bioinformatskimi 
metodami je mlada raziskovalka Anja Pavlin v zaporedju pBtic235 prepoznala predvideno 
vezavno mesto za LexA (neobjavljeno). LexA bi tako teoretično lahko vplival na pBtic235 
na podoben način kot preprečuje bakteriofagu GIL01 prehod v litični cikel.  
Vemo, da so bakterije, ki imajo v svojem genomu prisotne bakteriofage, bolj občutljive na 
MMC (Li in Khon, 1991). Preizkusili smo vpliv različnih koncentracij mitomicina C na sev 
BT, da bi ugotovili subinhibitorno koncentracijo za ta sev ter preučili vpliv MMC na litični 
cikel bakteriofaga, zapisanega na pBtic235. Uporabili smo sev BT, ki vključuje plazmid 
pBtic235, in sev BT GIL01, ki ima poleg pBtic235 prisoten tudi bakteriofag GIL01 
(slika 10). Spremljali smo optično gostoto kulture pri 595 nm in opazili znižanje OD595 
BT GIL01 po 1 h od dodatka MMC. Glede na predhodne rezultate (Fornelos in sod., 2018) 
predvidevamo, da takrat GIL01 vstopi v litični cikel in začne proizvajati virione, kar vodi do 
lize celice. Glede na pridobljene rezultate predvidevamo, da bakteriofag, zapisan na 
pBtic235, vstopi v litični cikel šele po 3 h od indukcije z MMC in se proizvaja počasneje, 
saj opazimo počasnejši padec optične gostote kulture BT kot v primeru, ko spremljamo z 
MMC tretirano kulturo BT GIL01 (slika 10).  
Strmina rastne krivulje je lahko različna, kadar pogoji niso identični. Bacillus je izjemno 
občutljiv na nivo kisika v gojišču, takoj ko mu je omogočena večja prezračenost gojišča, 
sevi rastejo hitreje in obratno, kadar je pomankanje kisika, pride do upočasnitve rasti 
(Ignatenko in sod., 1983). Ob dodatku IPTG do končne koncentracije 0,1 mM v gojišče smo 
v sevu BTgp7, ki ima plazmid pBtic235 in ekspresijski plazmid za gp7, sprožili sintezo gp7. 
Ob dodatku MMC smo opazili kasnejši vstop bakteriofaga, zapisanega na pBtic235, v litični 
cikel kot v primeru, ko nismo sprožili sinteze gp7 (slika 11). Predvidevamo, da protein gp7 
preko LexA vpliva na prehod faga v litični cikel. Da bi ugotovili, kakšen je mehanizem, so 
potrebne nadaljnje raziskave, obstaja pa verjetnost, da je način podoben ali celo enak, kot ga 
poznamo v primeru bakteriofaga GIL01. Gp7 v kompleksu z LexA deluje kot represor 
litičnega cikla bakteriofaga GIL01 in je nujen za vzpostavitev lizogenije (Fornelos in sod., 
2015).  
Sev BT mutLexA ima okvarjen LexA protein, kjer so ostanek alanina zamenjali z ostankom 
aspartata na mestu 96 in tako pridobili necepljiv LexA (Fornelos in sod. 2011). Protein je 
stalno vezan na DNA in reprimira odziv SOS, rezultati pa nakazujejo, da so v regulonu LexA 
tudi geni bakteriofaga, zapisanega na plazmidu pBtic235 (slika 12). V nalogi sicer nismo 
sproti preverjali, ali sev z okvarjenim LexA izgublja plazmid pBtic235 čez čas, vendar pa 
smo iz istega seva pridobili plak iz izrabljenega in filtriranega gojišča na indikatorskem sevu 
HER1410, kar nakazuje na prisotnost bakteriofaga po spremljanju rastnih krivulj (slika 14 
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in 15). Šibek pomnožek odseka plazmida pBtic235 z verižno reakcijo s polimerazo iz 
kolonije, uporabljene za analize potrjuje prisotnost pBtic235 v sevu (slika 16).  
Pripravili smo sev BT mutLexA z vstavljenim ekspresijskim plazmidom pDG148 z zapisom 
za protein gp7. Ob dodatku MMC sevu BT mutLexA gp7, ki smo mu inducirali sintezo 
proteina gp7, smo opazili rastno krivuljo, kjer je bila rast bakterijske kulture počasnejša v 
primerjavi z ostalimi sevi, vendar pa je dosegla višjo gostoto celic po 21 h (slika 13). Isti sev 
brez dodanega MMC pa je zrasel šele po prekonočni inkubaciji.  
Želeli smo čim bolj zanemariti vpliv različnih okolijskih pogojev, npr. sprememb v 
temperaturi in količini kisika. Zato smo uporabili zgolj 20 mL LB tekočega gojišča v 150-
mililitrskih erlenmajericah, za kar verjamemo, da omogoči bakterijam boljšo prezračenost 
kot v primeru, da uporabimo 40 mL gojišča v 150-mililitrskih erlenmajericah. Ko smo gojili 
kulturo v manjšem volumnu in predvidoma z večjo vsebnostjo kisika, rezultati nakazujejo, 
da je bakteriofag, zapisan na pBtic235, preklopil v litični cikel ~2-krat hitreje kot v pogojih 
z manj kisika in že po 1,5 h namesto šele po 3 h (slika 13). Predvidevamo, da je spremembe 
v načinu gojenja sevom omogočilo hitrejše celične procese, posledično pa tudi hitrejši 
nastanek virionov.  
5.3 TITER BAKTERIOFAGOV V SEVIH Z gp7 ALI/IN OKVARJENIM LexA 
 
Bakteriofage smo osamili od preostanka bakterij tri ure po dodatku MMC (slika 13). Vsi 
sevi so vsebovali plazmid pBtic235 (slika 16). Predvidevali smo, da bomo opazili razlike v 
titru faga med analiziranimi sevi, ki jim je bil oz. ni bil dodan MMC. Vendar je sev BTp (ko 
je rasel ob prisotnosti MMC) edini, pri katerem smo opazili titer faga tudi v redčenih 
suspenzijah fagov – motne plake (ki nakazujejo na lizogenijo bakterij) smo opazili do 
redčitve 10-3 (slika 15). Pri sevih BT mutLexA ali BT mutLexA gp7 ali BT smo plake opazili 
le pri nerazredčeni suspenziji fagov (sliki 14 in 15). Primerjava količine plakov je lahko 
nezanesljiva zavoljo višje optične gostote kulture BTp v primerjavi z ostalimi sevi (slika 13) 
ali ker se bakteriofag v omenjenih kulturah še ni izločil v zadostnih količinah, oziroma ker 
se plazmid, na katerem je fag zapisan, izgublja tekom rasti bakterij, vendar je to malo 
verjetno glede na to, da je optična gostota kultur teh sevov ob dodatku MMC začela padati 
že po 1,5 h. Razlog bi lahko bila velikost bakteriofaga, zapisanega na pBtic235. Z 235 kbp 
se uvršča med »jumbo« bakteriofage. Velikosti teh fagov jim otežuje difuzijo v 0,4–0,6-
odstotnem agarju, kar lahko oslabi zmožnost infekcije indikatorskega seva (Serwer in sod., 
2007). Posledično verjamemo, da je bakteriofag, zapisan na plazmidu pBtic235, večji od 
bakteriofaga GIL01 ter da bi bilo potrebno optimizirati način testiranja titra faga na 
pBtic235, da bi pridobili natančnejše rezultate.  
Hipotezi, da proteini bakteriofaga GIL01 v tem primeru protein gp7, in protein LexA 
bakterije B. thuringiensis vplivajo na sprožitev litičnega cikla bakteriofaga, zapisanega na 
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5.4 BIOINFORMATISKA ANALIZA PLAZMIDA pBtic235 
 
Spletno orodje PHASTER omogoča iskanje in anotacijo profagov znotraj zaporedij 
bakterijskih kromosomov ali plazmidov, s tem ko določi kodirajoče regije in jim z 
algoritmom BLAST poišče podobne proteine v podatkovnih bazah bakterijskih in virusnih 
proteinov. Vse kodirajoče regije, ki jim je PHASTER lahko določil podobne anotirane 
proteine, so v večji ali manjši meri glede na E-vrednost podobni proteinom, ki pripadajo 
bakteriofagom družine Caudovirales; tudi določitev podobnega bakteriofaga regije je 
pokazala enak rezultat. Iz tega ne moremo zagotovo trditi, da bo tudi bakteriofag, zapisan na 
plazmidu pBtic235, spadal v to skupino, vendar pa to definitivno kaže na njegovo podobnost 
tej družini (Gillis in sod., 2016). Da bi lahko z gotovostjo trdili, v katero družino spada 
bakteriofag na plazmidu pBtic235, bi morali opraviti še nadaljnje raziskave, kjer bi preverili 
sestavo njegove kapside in njegovo morfologijo z elektronsko mikroskopijo ter določiti 
karakteristike genoma (Tolstoy in sod., 2018). Obstaja tudi verjetnost, da je pBtic235 v 
resnici že prej objavljeni profag SU-11 (Kanda in sod., 1999). Vendar profagu SU-11 še ni 



















Miklavčič U. Karakterizacija bakteriofaga, zapisanega na plazmidu pBtic235 bakterije B. thuringiensis.   
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2021  
47 
 
6 SKLEPI  
 
• Protitelesa v analiziranih serumih interagirajo zgolj s proteinom LexA bakterij B. 
thuringiensis in S. aureus.  
• Rezultati nakazujejo, da protein gp7 bakteriofaga GIL01 in protein LexA bakterije 
B. thuringiensis vplivata na časovno uravnano indukcijo bakteriofaga, zapisanega na 
pBtic235. 
• Rezultati rastnih krivulj sevov nakazujejo, da majhne spremembe v pogojih rasti 
sevov, kot je na primer sprememba hitrosti stresanja kultur in količina gojišča in 
velikost elernmajerice, vplivajo na hitrost prehoda med litičnim in lizogenim ciklom 
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7 POVZETEK  
 
Bakteriofagi so najpogostejša biološka entiteta na Zemlji in se nahajajo povsod, kjer 
najdemo tudi bakterije. Obstajajo kot prosto živeči v stalnem iskanju ustreznega gostitelja 
ali kot profagi, ki dormantno prebivajo znotraj bakterijske celice, v njenem kromosomu ali 
pa kot zunajkromosomska DNA. V magistrskem delu smo se posvetili bakteriofagu, 
zapisanem na krožnem plazmidu pBtic235 bakterije Bacillus thuringiensis subsp. 
israelensis, ki je pomemben industrijski insekticid. Vrsta je zato dobro opredeljena, vendar 
so slabše okarakterizirani njeni plazmidi. Raziskovalci so poskušali pripraviti laboratorijski 
sev B. thuringiensis brez zunajkoromosomske DNA, a v sevih vedno ostane plazmid 
pBtic235, na katerem se nahaja neopredeljeni bakteriofag. V sevu se nahaja tudi linearni 
bakteriofag GIL01 B. thuringiensis, ki premore posebno uravnavanje lizogenije z 
bakterijskim represorjem LexA, kar je nenavadno uravnavanje v prokariontskem svetu. 
Protein gp7, zapisan na GIL01, z vezavo na represor LexA izboljša vezavo represorja na 
palindromska zaporedja DNA, ki se nahajajo tako na bakteriofagu kot tudi na bakterijskem 
kromosomu. GIL01 ima tudi zapis za protein gp6, katerega vloga je sprožitev litičnega cikla, 
vendar šele po poškodbi DNA, ko se LexA sprosti s promotorskega mesta. Zanimalo nas je, 
ali ima bakteriofag, zapisan na pBtic235, podoben način uravnavanja življenjskega cikla. 
Preverili smo aktivnost poliklonskih protiteles v serumih proti proteinom gp6, gp7 ali LexA, 
ki smo jih želeli uporabiti za nadaljnje preverjanje nivoja proteinov v različnih stopnjah 
življenjskega cikla obeh bakteriofagov. Ugotovili smo, da so protitelesa proti LexA 
specifična, medtem ko se protitelesa proti gp7 najverjetneje vežejo zgolj na afinitieno značko 
proteina. Protitelesa proti proteinu gp6 so izkazala specifičnost proti proteinom ali 
oligomerom večjih molekulskih mas, kot je gp6. Tako nam protitelesa proti malima 
proteinoma gp6 in gp7 ne morejo služiti za nadaljnje raziskave. Če bi želeli pridobiti 
uporabna protitelesa proti tema malima proteinoma, bi ji bilo pametno sklopiti z večjimi 
imunogenimi proteini. Nadaljnje smo se odločili preveriti, kako na prehod v litični cikel 
bakteriofaga, zapisanega na pBtic235, vplivata proteina gp7 in LexA. S spremljanjem 
hitrosti rasti bakterijskih kultur z meritvami optične gostote pri 595 nm po indukciji z 
mitomicinom C predvidevamo, da protein gp7 vpliva na časovno uravnano sprožitev 
litičnega cikla bakteriofaga, zapisanega na pBtic235. Kultura seva s sproženo sintezo 
proteina gp7 raste počasneje, vendar po 21 h doseže večjo optično gostoto kot drugi sevi. 
Meritve OD595 seva z okvarjenim LexA proteinom, ki ni zmožen samocepitve, nakazujejo, 
da je represor LexA tako kot pri fagu GIL01 pomemben za uravnavanje življenjskih ciklov 
bakteriofaga, zapisanega na pBtic235, saj kljub indukciji z mitomicinom C rastne krivulje 
seva niso padle. Bioinformatska analiza je pokazala, da so kodirajoče regije pBtic235 
podobne zaporedjem proteinov kapside, repa in bazalne plošče bakteriofagov iz reda 
Caudovirales. Iz tega predvidevamo, da bo po nadaljnjih raziskavah bakteriofag uvrščen v 
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